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In dieser Arbeit wurde die DSB-Reparatur von Wildtyp-Zellen und Zellen, die Defizienzen 
für bestimmte Reparaturproteine aufweisen, in der G1- und G2-Phase analysiert. Dafür wurde 
die γH2AX-Immunfluoreszenzmikroskopie verwendet, die erlaubt DSBs nach geringen 
Dosen ionisierender Strahlung sichtbar zu machen. Diese γH2AX-Analyse, kombiniert mit 
Zellzyklusmarker hat ermöglicht, das Reparaturverhalten in zwei verchiedenen 
Zellzyklusphasen innerhalb der Zellpopulation zu studieren und zu vergleichen. Der erste Teil 
dieser Arbeit beschäftigte sich mit der DSB-Reparaturanalyse von ATM-, Artemis-, MDC-1- 
und 53BP1-defizienten Zellen. Beide Proteine ATM und Artemis wurden als Faktoren des 
NHEJ-Reparaturwegs beschrieben, da sie in konfluenten Zellen (G0-Zellen) einen kleinen 
und identischen Reparaturweg aufweisen. Sie werden nur bei 10–15 % aller durch 
ionisierende Strahlung erzeugten DSBs benötigt (Riballo et al., 2004). Es stellte sich nun die 
Frage, inwieweit der ATM- und Artemis-abhängige Reparaturweg eine Rolle in aktiv 
proliferierenden Zellen spielt. ATM und Artemis zeigen in der G1- und G2-Phase einen 
kleinen und ähnlichen Reparaturdefekt. Etwa 15 % der DSBs bleiben im Vergleich zu WT-
Zellen unrepariert. Die doppelte Depletion von ATM und Artemis in HeLa-Zellen mittels 
siRNA bewirkt, sowohl in der G1- als auch G2-Phase, keine Verdoppelung des 
Reparaturdefekts, verglichen zu den einzelnen ATM- und Artemis-Depletionen. Dies zeigt, 
dass ATM und Artemis in beiden Zellzyklusphasen im gleichen Reparaturweg wirken. 
Interessanterweise zeigen MDC-1- und 53BP1-defizienten Zellen einen ähnlichen 
Reparaturdefekt wie ATM- und Artemis-defiziente Zellen in der G1- und G2-Phase. Epistasis 
Studien mit dem ATM-Inhibitor zeigen, dass MDC-1 und 53BP1 an dem ATM-abhängigen 
Reparaturweg in der G1- und G2-Phase beteiligt sind. Diese Ergebnisse beweisen, dass MDC-
1 und 53BP1 Komponente des NHEJ in der G1-Phase sind. Erstaunlicherweise entspricht der 
ATM-, Artemis-, MDC-1- und 53BP1-Reparaturdefekt demjenige, der in HR-Mutanten 
beobachtet wurde. Dies warf die Frage auf, ob ATM, Artemis, MDC-1 und 53BP1 in der G2-
Phase ebenfalls dem NHEJ-Reparaturweg zugehören, oder möglicherweise eine Funktion in 
der HR erfüllen. Um diese Frage näher zu untersuchen, wurden ATM und DNA-PKcs in HR-
defizienten Zellen inhibiert. Beide Inhibitionen verursachen einen Reparaturdefekt in der G1-
Phase in HR-defizienten Zellen. Dagegen verursacht nur die Inhibition des DNA-PKcs eine 
Erhöhung des HR-Reparaturdefekts in der G2-Phase. Die Inhibition von ATM hat keinen 
Einfluss auf das Reparaturverhalten von HR-Mutanten in der G2-Phase. Diese Ergebnisse 
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deuten darauf hin, dass ATM und HR-Proteine an der gleichen Reparaturweg in der G2-Phase 
beteiligt sind. Dies läßt vermuten, dass ATM womöglich eine Rolle in der HR spielt. 
Unterstützt wurde diese Hypothese durch die Inhibition von ATM und DNA-PKcs in NHEJ-
defizienten Zellen. Während Defizienzen in ATM und DNA-PKcs zu keiner weiteren 
Erhöhung des NHEJ-Reparaturdefekts in der G1-Phase führt, ist in G2-Zellen eine Erhöhung 
des NHEJ-Reparaturdefekts bei der ATM-, nicht aber bei der DNA-PKcs-Inhibition zu 
erkennen. Dadurch scheint ATM zwei unterschiedliche Funktionen in der DSB-Reparatur zu 
übernehmen, die abhängig von der Zellzyklusphase sind. Eine direkte Beteiligung von 
Artemis, 53BP1 und MDC-1 an der HR wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen. 
Da diese Proteine an dem ATM-abhängigen Reparaturweg in der G2-Phase beteiligt sind, ist 
es durchaus vorstellbar, dass sie auch in der G2-Phase Komponente der HR sind. 
Der zweite Teil dieser Arbeit beschäftigte sich mit der DSB-Reparaturanalyse von NHEJ 
(Nicht-Homologe End-Joining)- und HR (Homologe Rekombination)-Mutanten. 
Erwartungsgemäß zeigen NHEJ-Mutanten einen starken Reparaturdefekt in der G1-Phase, wo 
NHEJ der Hauptreparaturweg ist. Erstaunlicherweise zeigen diese Mutanten auch einen 
starken Reparaturdefekt in der G2-Phase, wo die HR doch als alternativer Reparaturweg 
neben NHEJ zur Verfügung steht. Mehr als 50 % der DSBs bleiben innerhalb der ersten 4 h 
nach Bestrahlung in der G1- und G2-Phase bei NHEJ-Mutanten unrepariert. 
Dementsprechend zeigen HR-Mutanten einen weitaus geringeren Reparaturdefekt als NHEJ-
Mutanten in der G2-Phase. Dieser Defekt wird erst ab 4 h nach Bestrahlung zunehmend 
sichtbar. Nur 15 % der DSBs bleiben innerhalb der letzten vier Stunden nach Bestrahlung 
erhalten. Erwartungsgemäß zeigen HR-Mutanten ein ähnliches Reparaturverhalten wie WT-
Zellen in der G1-Phase, da sie über ein funktionelles NHEJ verfügen. Diese Ergebnisse 
beweisen, dass NHEJ ein schneller Reparaturprozess ist, und für die Mehrheit der DSBs in 
der G1- und G2-Phase benötigt wird. Dagegen läuft die HR eher langsam und wird nur für 
eine Untermenge an DSBs benötigt. Anschließend wurde die DSB-Reparatur von 
verschiedenen NHEJ/HR-Doppelmutanten analysiert. Die Ergebnisse sind teilweise 
widersprüchlich. Während Defizienzen in beiden Hauptreparaturwegen in einigen 
Doppelmutanten zu einem Reparaturdefekt führt, der sich aus den einzelnen NHEJ- und HR-
Defekten in der G2-Phase zusammenaddiert, ist es bei anderen Mutanten nicht der Fall 
gewesen. Stattdessen weisen diese Doppelmutanten ein ähnliches Reparaturverhalten wie 
NHEJ-Mutanten in der G2-Phase auf, als ob die zusätzliche Inaktivierung der HR keinen 
Einfluss hätte. Aufgrunddessen konnte in dieser Arbeit nicht eindeutig demonstriert werden, 
dass NHEJ und HR in der G2-Phase additiv sind. 
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Zukünftige Experimente sollen durchgeführt werden, um die Funktion von ATM und ATM-
Epistasisproteine in der HR näher zu charakterisieren. Außerdem sollten die Mechanismen 
geklärt werden, die für die Wahl des Reparaturwegs in der G2-Phase entscheidend sind. 
Summary 
The aim of this work was the analysis of the double strand break repair in wt cells and in 
cells, which have a mutation for some repair proteins of interest. This analysis was carried out 
in the G1 and G2 phase of the cell cycle. The γH2AX-immunofluorescence microscopy was 
used for the detection of DSBs. This method allows the visibility of DSBs, even after low 
doses of ionizing radiation. Combined with specific cell cycle markers the γH2AX-analysis 
has made it possible to study and to compare the repair behavior of G1 and G2 cells within 
the same cell population. The first part of the work deals with the double strand break repair 
in ATM, Artemis, MDC-1 und 53BP1 mutants. Both proteins ATM and Artemis have been 
described as factors of the NHEJ repair pathway. In fact they show a small and similar repair 
defect in the G0 phase. Both proteins are only required for the repair of a subset (10-15 %) of 
IR-induced DSBs (Riballo et al., 2004). It was now of interest to investigate the role of the 
ATM and Artemis dependent repair in proliferating cells. ATM and Artemis deficient cells 
show in G1 and in G2 a similar repair defect like in G0. About 15 % of DSBs remain 
unrepaired. ATM/Artemis double depleted HeLa cells do repair their DSBs nearly as 
efficiently as the ATM and Artemis depleted cells alone. This shows that ATM and Artemis 
work in both phases in the same repair pathway. Interestingly the repair defect observed in 
MDC-1 and 53BP1 mutants is similar to that of the ATM and Artemis mutants. Epistasis 
studies with the ATM inhibitor show that 53BP1 and MDC1 are involved in the ATM 
dependent repair in G1 and G2. These results demonstrate that MDC-1 and 53BP1 are factors 
of NHEJ in G1. Interestingly, the ATM and Artemis repair defect and therefore this of MDC-
1 and 53BP1 are the same as this, which is also observed in HR mutants. This raised the 
question of whether ATM and Artemis also belong to the NHEJ pathway in the G2 phase, or 
might fulfill a function in the HR. To answer this question, epistasis studies with both ATM 
and DNA-PKcs inhibitors were performed in NHEJ and HR mutants. The use of the specific 
ATM and DNA-PKcs inhibitors in HR deficient cells shows that ATM and the HR proteins 
are involved in the same repair pathway in G2. In fact the inhibition of ATM and DNA-PKcs 
causes a repair defect in HR mutants in G1, whereas only the inhibition von DNA-PKcs does 
increase the HR repair defect in G2. The inhibition of ATM doesn’t affect the repair behavior 
of HR mutants. These results suggest that ATM might assume a role in HR in G2. The results, 
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which are obtained after the inhibition of DNA-PKcs and ATM in NHEJ-deficient cells do 
support this hypothesis. In fact the inhibition of DNA-PKs and ATM in the NHEJ mutants 
doesn’t increase their strong repair defect in G1, whereas an additional repair defect was 
recognized after the ATM but not the DNA-PKcs inhibition in G2. According to these results 
ATM appears to have two different functions in the DSB repair, dependent of the cell cycle 
phase. A function of the proteins Artemis, MDC-1 and 53BP1 was in this work not 
demonstrated. Since these proteins belong to the ATM epistasis group in G1 and G2, it might 
be conceivable that they are factors of the HR in G2 like ATM. 
The second part of the work deals with the double strand break repair of NHEJ (non 
homologous end joining) and HR (homologous recombination) mutants. As expected NHEJ 
mutants show a strong repair defect in the G1 phase, as NHEJ is the main repair pathway in 
G1. Surprisingly, these mutants show too a similarly strong repair defect in the G2 phase, 
where HR is available as an alternative repair pathway to NHEJ. More than 50 % of the DSBs 
remain within the first four hours post irradiation unrepaired. These results demonstrate that 
NHEJ plays a dominant role in G2. Accordingly, HR mutants show a much lower repair 
defect compared to that of NHEJ mutants in G2. The HR repair defect is becoming 
increasingly visible from four hours post irradiation. About 15 % der DSBs remain 
unrepaired. As expected HR mutants show a similar repair efficiency to that of wild type cells 
in G1, as the HR is suppressed there. In conclusion the majority of DSBs is repaired quickly 
through the NHEJ repair pathway. The last part of the work deals with the DSB repair of 
NHEJ/HR double mutants. The obtained results are partially contradictory. Some double 
mutants show an additive repair defect in G2 as to be expected and the other don’t. Instead, 
these double mutants show an similar repair behavior like NHEJ mutants, suggesting that the 
HR inactivation doesn’t have any effect. Thus it could not be concluded clearly in this work 
that NHEJ and HR are additive in G2.  
Further experiments need to be carried out to characterize closer the function of ATM and 
ATM epistasis proteins in the HR repair pathway and to determine under which conditions the 
two main repair mechanisms NHEJ and HR may interact with each other. 





2.1. Physikalische und biologische Grundlagen der Strahlenforschung 
2.1.1. Physikalische Grundlagen 
Der Mensch ist unterschiedlichen Strahlungsarten ausgesetzt. Im Allgemeinen kann Strahlung 
als eine Energieform definiert werden, die sich als elektromagnetische Welle oder als 
Teilchenstrom durch Raum und Materie verbreitet („Strahlung und Strahlenschutz“, 
Bundesamt für Strahlenschutz). Als Strahlungsarten kann man infrarote Wärmestrahlung, 
UV-Strahlung, Teilchenstrahlung und Röntgenstrahlung erwähnen. Sie lassen sich durch ihre 
physikalischen Eigenschaften nicht voneinander unterscheiden (Teilchenstrahlung 
ausgenommen), sondern nur durch ihre mitgeführte Energie und deren Wirkung. 
Man unterscheidet ionisierende und nicht ionisierende Strahlung. Ionisierende Strahlung kann 
Stoffe durchdringen und die darin enthaltenden Atome und Moleküle ionisieren und anregen. 
Durch die Ionisation wird ein Elektron aus der Atomhülle entfernt, d.h. aus elektrisch 
neutralen Atomen und Molekülen werden positiv und negativ geladene Teilchen gebildet. 
Durch die Anregung wird ein Elektron in der Hülle von einem unteren auf ein höheres 
Energieniveau verschoben. Ist die Energie der Strahlung nicht hoch genug z.B. 
Infrarotstrahlung, um Ionisierungsvorgänge hervorzurufen, spricht man von nicht-
ionisierender Strahlung. Zur Kategorie der ionisierenden Strahlung gehören hochenergetische 
UV-Strahlen, elektromagnetische Strahlen wie Röntgen- und Gammastrahlung, leichte 
geladene Teilchen wie Elektronen und schwere Teilchen wie Ionen (Gerthsen und Vogel et 
al., 1993). 
Je nach Ionisationsdichte kann die ionisierende Strahlung als dünn oder dicht ionisierend 
bezeichnet werden. Der Unterschied liegt dabei in der unterschiedlichen räumlichen 
Verteilung der Energiedeposition. Bei dünn ionisierender Strahlung sind die 
Ionisationsereignisse weit voneinander entfernt und relativ homogen im Zellkern verteilt. 
Röntgenstrahlung zählt wegen ihres geringen Ionisierungsvermögens zu den dünn 
ionisierenden Strahlungsarten. Schwere geladene Teilchen wie Alphateilchen und 
Schwerionen (Teilchenstrahlung) gehören dagegen zu den dicht ionisierenden 
Strahlungsarten. Bei dicht ionisierender Strahlung treten die Ionisationsereignisse in Clustern 
auf und sind ungleichmäßig entlang ihrer Bahnspur im Zellkern verteilt. Die lokale 
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Ionisationsdichte der Teilchenspur hängt von der Ladung, der Masse und der Energie des 
primären Teilchens ab. Der Durchmesser der Ionisationsspur hängt von der primären 
Ionisationsenergie ab. Innerhalb dieser Spur nimmt die Dosisdeposition radial mit dem 
Quadrat des Abstandes vom Spurzentrum ab. Im Inneren der Spur erfolgt die Energieabgabe 
auf einem extrem kleinen Raum. Der Begriff der Ionisationsdichte wurde erweitert und durch 
den Linearen Energietransfer (LET) ersetzt (Zirkle, 1940). Der LET ist ein indirektes Maß für 
die Zahl der Ionisationen pro Wegstrecke. Der LET geladener Teilchen in einem Medium ist 
definiert als der Quotient aus dem mittleren Energieverlust, den das Teilchen durch Stöße 
erleidet und dem dabei zurückgelegten Weg des Teilchens. Ein hoher LET ist bei dicht 
ionisierenden Strahlenarten zu beobachten. 
Im Gegensatz zur Teilchenstrahlung wird bei elektromagnetischer Strahlung wie Röntgen- 
und Gamma-Strahlung keine Materie sondern nur Energie in Form von Photonen 
transportiert. Beide Strahlungsarten unterscheiden sich durch ihre Entstehungsquellen 
voneinander. Gamma-Strahlung entsteht beim Kernzerfall während Röntgenstrahlung beim 
Abbremsen von energiereichen Elektronen an der Anode einer Röntgenröhre erzeugt wird. 
Dazu werden an der Kathode Elektronen erzeugt und durch Anlegen einer Spannung 
zwischen 30 und 150 kV zur Anode beschleunigt. Die beschleunigten Elektronen werden 
durch einen negativ geladenen Zylinder (Wehnelt-Zylinder) geschickt, der sie zu einem 
punktförmigen Strahl auf die Anode bündelt, wo sie abgebremst werden. Dabei wird 
Röntgenstrahlung erzeugt. Die entstandene Wärme wird auf der Anode verteilt und mittels 
Strahlungskühlung an das Röhrengehäuse abgegeben. Je höher die angelegte 
Röhrenspannung, mit der die Elektronen beschleunigt werden, ist, desto durchdringender ist 
die Strahlung. Durchdringt ionisierende Strahlung Stoffe, so tritt sie mit den Atomen in 
Wechselwirkung. Bei der Art der Wechselwirkung ionisierender Strahlung mit der Materie 
kann zwischen Photoeffekt, Comptoneffekt und Paarbildung unterschieden werden. Alle drei 
Wechselwirkungsprozesse überlagern sich, wobei je nach der Energiestärke einer der 
Prozesse dominiert. 
Bei dem Photoeffekt wird die gesamte Energie eines Photons auf ein Hüllelektron übertragen. 
Das Elektron wird aus der Elektronenhülle des Atoms herausgeschlagen, das Photon 
vollständig absorbiert. In Abhängigkeit der Energiestärke des Photons werden hauptsächlich 
ein oder mehrere Elektronen aus den unteren Schalen der Elektronenhülle, vor allem der K-
Schale herausgeschlagen, andere Elektronen aus den äußeren Schalen besetzen die frei 
gewordene Position des Photoelektrons und verlieren dabei Energie, die in Form von 
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charakteristischer Röntgenstrahlung abgegeben wird. Der Photoeffekt kommt meist bei relativ 
kleinen Strahlungsenergien vor. Bei dem Comptoneffekt überträgt das Photon nur einen Teil 
seiner Energie auf ein freies Elektron. Beide Partner fliegen nach dem Zusammenstoß in 
verschiedenen Richtungen auseinander. Das Photon, das nun eine geringere Energie besitzt, 
setzt auf seinem weiteren Weg zusätzliche Elektronen durch weitere Ionisationen frei 
(Sekundärelektronen), bis es soviel Energie verloren hat, dass es durch einen Photoeffekt 
vollständig absorbiert wird. Bei mittlerer und hochenergetischer Strahlung tritt der 
Comptoneffekt stärker als der Photoeffekt auf (Stolz, 2005). Die Paarbildung dominiert bei 
hohen Strahlungsenergien. Bei der Paarbildung wird im Bereich des Atomkerns das 
einfallende Photon vernichtet und es entstehen ein Elektron und ein Positron als Paar. Die 
dafür notwendige Energie beträgt mindestens 1,022 MeV.  
Zur Messung der durch Strahlung deponierten Energiemenge bedient man sich des Begriffs 
der Dosis und ihre Einheit ist das Gray. Ein Gray ist definiert als ein Joule pro Kilogramm (1 
Gy = 1 J/Kg). Allerdings reicht bei der Beschreibung der Wirkung ionisierender Strahlung auf 
biologisches Material die Angabe der Energiedosis nicht aus. Alpha-, Beta-, Gamma-, 
Neutronen-, Protonen - und Schwerionen-Strahlen sind bei gleicher Energiedosis (Gy) 
unterschiedlich wirksam. Um diese unterschiedlichen Strahlenarten besser bewerten zu 
können, werden Strahlenwichtungsfaktoren einbezogen. Durch Multiplikation der 
Energiedosis mit einem Strahlenwichtungsfaktor erhält man die Äquivalentdosis. Sie hat die 
Einheit Sievert (Sv). So hat 1 Gy Alphastrahlung die gleiche Wirkung wie 20 Gy Gamma-
Strahlung. Die Äquivalentdosis ist in beiden Fällen 20 Sv. 
2.1.2. Biologische Grundlagen 
Ionisierende Strahlung kann zu Schäden der molekularen Strukturen einer Zelle führen. Ein 
Gray entspricht 1 J/kg bzw. 6x1018 eV/kg. Eine einzelne Zelle absorbiert bei einer applizierten 
Dosis von 1 Gy etwa 6x106 eV. Mit dieser Energie können 105-106 kovalente Bindungen 
aufgebrochen werden (WWW.uni-ulm.de/.../kurse/Vorlesung_Grundlagen-Anw-
Ionisierender-Strahlen_09_01_2007.pdf.). Dabei zeigen die biologischen Strukturen einer 
Zelle unterschiedliche Empfindlichkeiten. So hat Strahlung eine relativ geringe Wirkung auf 
Proteine. Die Proteindenaturierung, die durch Strahlung verursacht wird, kann aufgrund der 
Konformationsänderung zum Funktionsverlust des Proteins führen. Dies bleibt für die 
betroffene Zelle zumeist ohne negative Folgen, da geschädigte Proteine schnell wieder 
resynthetisiert werden können. Auch Polysaccharide sind biologische Moleküle, die auf 
Strahlung ziemlich unempfindlich reagieren, da sie durch den Metabolismus ständig erneuert 
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werden können. Bei Lipiden können durch Strahlung Peroxide gebildet werden, die die 
Membranpermeabilität beeinflussen können. Der Einfluss dieser Schäden nach Bestrahlung 
ist jedoch meist gering. So haben Schäden an Strukturelementen wie Membranen oder 
Kanalproteinen erst ab eine Dosis > 20 Gy Einfluss auf das Zellüberleben 
(www.as.hu.de/pdfs/strahlenbiophysik.pdf). Dagegen reagiert die DNA hochempfindlich auf 
ionisierende Strahlung. Schäden an der DNA können bereits bei < 0,1 Gy die Zelle töten oder 
Mutationen auslösen.  
Die Schädigung der DNA kann dabei direkt oder indirekt erfolgen (Abb. 2.1.). 
Abb 2.1. Direkte und indirekte Wirkung ionisierender 
Strahlung (Aus Hall, 2000). Werden Schäden an der DNA 
durch Photonen bzw. schnelle sekundäre Elektronen selbst 
erzeugt, so liegt eine direkte Wirkung vor. Wegen der hohen 
lokalen Energiedichte sind bei solchen Treffern 
Mehrfachschäden an der DNA zu erwarten. Durch die 
Radiolyse von Wassermolekülen werden freie Radikalen 
erzeugt, die mit der DNA in Wechselwirkung treten und dabei 
dauerhaft Veränderungen induzieren können. Der Schaden ist 
in diesem Fall chemisch vermittelt und die Strahlenwirkung 
dabei indirekt. 
 
Die Schädigung erfolgt direkt, wenn die mit der 
Strahlung transportierte Energie unmittelbar an der 
DNA abgegeben wird. Dabei werden Basen oder Zucker der DNA ionisiert (Ward, 1988). 
Ionisierende Strahlung kann aber auch direkt zu Einzel- oder Doppelstrangbrüchen führen. 
Die direkte Wirkungsweise überwiegt bei der Teilchenstrahlung. Dagegen wirkt ionisierende 
Strahlung indirekt, indem sie mit einem Wassermolekül der Umgebung reagiert. Durch die 
Reaktion mit dem Wassermolekül entstehen zuerst Wasserradikale und sekundäre Produkte 
der Radiolyse wie z.B. Peroxidradikale, die zu den biologischen Geweben durchdringen und 
sie schädigen können. Der indirekte Effekt überwiegt bei dünn ionisierender Strahlung 
(Röntgenstrahlung). Wegen dem mengenmäßigen Vorherrschen in allen Lebewesen ist 
Wasser das primäre Ziel ionisierender Strahlung. Es wird geschätzt, dass nahezu die gesamte 
absorbierte Energie bei der Radiolyse von Wasser verbraucht wird (Riley, 1994; Ward, 1988). 
Strahleninduzierte Schäden an der DNA umfassen Einzelstrangbrüche, Doppelstrangbrüche, 
Basenveränderungen (Friedberg et al., 2006), Basenverluste (Loeb and Preston, 1986), 
Quervernetzung der komplementären Stränge und DNA-Protein-Vernetzungen (Abb. 2.2.). 
Im Fall von Einzelstrangbrüchen ist das Zucker-Phosphat-Rückgrat der DNA auf einem 
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Strang unterbrochen. Einzelstrangbrüche sind für die Zelle weniger kritisch und können 
schnell und effizient repariert werden. Doppelstrangbrüche entstehen dagegen, wenn beide 
Zucker-Phosphat-Stränge in der DNA unterbrochen sind. DSBs haben eine wesentliche Rolle 
bei der Entstehung von Chromosomenaberrationen, und können zum Zelltod und zur 
Tumorentstehung führen. Die chemische Veränderung der DNA-Basen durch ionisierende 
Strahlung wird ebenfalls in der Regel sehr schnell repariert. Der Verlust einer Base kann 
Raster-Mutationen hervorrufen, deren Folgen die Synthese eines nicht funktionierenden 
Proteins während der Translation ist. Im Fall von DNA-Vernetzungen werden nebeneinander 
liegende Basen vernetzt. Dies kann die Blockade der DNA-Synthese verursachen. 
1 Gy Gamma-Strahlung verursacht in einer Zelle 1000 bis 2000 Basenschäden, ca. 600 bis 
1000 DNA-Einzelstrangbrüche und ca. 10 bis 40 DNA-Doppelstrangbrüche (Ward, 1988).  
 
Abb. 2.2. Schädigungsmöglichkeiten der 
DNA (http:e3physikunidortmund.de/~suter/Vorlesung/Medizin
physik_07/11_Strahlung.pdf). Einzelstrangbrüche entstehen wenn 
das Zucker-Phosphat-Rückgrat der DNA auf einer Seite 
unterbrochen ist. Dagegen sind bei Doppelstrangbrüchen beide 
Zucker-Phosphat-Stränge entweder in derselben Höhe („glatter 
Bruch“ wie unter b dargestellt) oder um einige wenige Basenpaare 
versetzt (überlappender Bruch) unterbrochen. Basenveränderungen 
entstehen durch Einfügen bzw. Entfernen funktioneller Methyl- 
bzw. Hydroxyl-Gruppen aus den DNA-Basen. Bei diesem Vorgang 
können auch Basen vollständig verloren gehen. Quervernetzung 
entsteht, wenn jeweils zwei Basen beider komplementären DNA-
Stränge kovalent miteinander verknüpft werden. Im Fall von DNA-
Protein-Vernetzungen wird ein DNA-Strang mit dem Protein 
verknüpft. 
 
2.2. Zelluläre Schadensantwort auf DNA-Doppelstrangbrüche 
DSBs entstehen einerseits endogen durch zelleigene Stoffwechselwege (Friedberg et al., 
1995; Friedberg et al., 2006) wie z.B. bei der Bildung freier Radikale. Desweiteren treten 
DSBs als natürliche Produkte bei Rekombinationsvorgängen im Zuge der Meiose und bei der 
Antikörperherstellung auf (Schrader et al., 2005). DSBs können auch durch Fehler bei der 
DNA-Replikation entstehen (Holliday und Ho, 2002; Degrassi et al., 2004). Anderseits 
können DSBs durch äußere Einflüsse wie ionisierende Strahlung (Sutherland et al., 2000) und 
verschiedene Chemotherapeutika hervorgerufen werden (Abb. 2.3.). 
Bevor die Reparatur eingeleitet werden kann, muss der DNA-Schaden zunächst detektiert 
werden. Diese Aufgabe wird von Sensor-Proteinen übernommen, die danach 
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Reparable DNA-Schäden können durch unterschiedliche Reparaturmechanismen beseitigt 
werden. Basen- und Nukleotidschäden sowie Einzelstrangbrüche werden durch die 
Basenexzisionsreparatur (BER) oder die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) beseitigt. 
Fehlgepaarte Basen werden durch die Mismatch-Reparatur (MMR) repariert. Dabei wird die 
geschädigte Stelle ausgeschnitten, entfernt und durch Einfügen komplementärer Basen wieder 
aufgefüllt (Friedberg et al., 2006; Boiteux und Guillet, 2004; Leppard et al., 2003; 
Hoeijmakers, 2001; Paques und Haber, 1999; Prasad et al., 1998; Sancar 1996). Zur Reparatur 
von DNA-Doppelstrangbrüchen (DSBs), bei denen beide DNA-Stränge geschädigt sind, 
existieren unterschiedliche Reparaturwege. Die Wahl des Reparaturwegs hängt von der 
Zellzyklusphase ab. Das Nicht-Homologe Endjoining (NHEJ) steht während des gesamten 
Zellzyklus zur Verfügung. Nach der Replikation der DNA kann in der S- und G2-Phase 
zudem die homologe Rekombination (HR), welche zur Reparatur die Schwesterchromatide 
als Templat heranzieht, verwendet werden. 
DNA-Doppelstrangbrüche (DSBs) zählen zu den schwerwiegendsten Schäden, die im Erbgut 
auftreten. Verbleiben sie unrepariert, kann dies zum Verlust von genetischem Material führen 
und damit den Zelltod auslösen (Olive, 1998). In einer eukaryotischen Zelle kann bereits ein 
einziger nicht reparierter DSB in einem entscheidenden Gen den Tod der Zelle durch 
Apoptose induzieren (Richardson et al., 2000). Bei Fehlreparaturereignissen können 
Veränderungen im Genom das unkontrollierte Wachstum der Zellen auslösen und damit zum 
Auftreten von Krebs führen (van Gent et al., 2001; Hoeijmakers, 2001).  
2.2.1. Erkennung von DNA-Doppelstrangbrüchen 
Beim Auftreten eines DSBs bindet der MRN-Komplex (bestehend aus Mre11, Rad50 und 
NBS1) an die DNA-Bruchenden und rekrutiert aktiviertes ATM an den Bruch. Dies bewirkt 
die Phosphorylierung von der Histonisoform H2AX (γH2AX) (Petrini et al., 2003; Redon et 
al., 2002; Rogakou et al., 1998). MDC-1 assoziiert mit γH2AX und ist ebenfalls an der 
Rekrutiertung von ATM an den DSB-Ort beteiligt (Lou et al., 2006; Stucki und Jackson, 
2006). Die Wechselwirkung zwischen γH2AX und MDC-1 führt zur Amplifikation des 
γH2AX-Signals und zur Akkumulation weiterer Reparaturproteine wie MRN, 53BP1 und 
BRCA1 an den Schadensort (Bassing et al., 2004; Bassing et al., 2002; Stucki und Jackson, 
2006). MDC-1 wird durch ATM phosphoryliert (Stewart et al., 2003; Goldberg et al., 2003), 
was die Rekrutierung der Ubiquitin E3 Ligase RNF8 bewirkt. RNF8 ubiquitiniert zusammen 
mit UBC13 H2AX (Huen et al., 2007; Mailand et al., 2007; Zhao et al., 2007). Tip60 
acetyliert H2AX und dieser Acetylierungsschritt ist notwendig für die H2AX-Ubiquitinierung 
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durch UBC13 (Ikura et al., 2007). Die Acetylierung und Ubiquitinierung von H2AX durch 
den Tip60/UBC13-Komplex reguliert die Freisetzung der γH2AX-Moleküle von dem 
Chromatin (Ikura et al., 2007). Die doppelte Acetylierung/Ubiquitinierung und 
Phosphorylierung von H2AX erfolgen unabhängig voneinander (Ikura et al., 2007). Rap80 
erkennt die H2AX-Polyubiquitin-Ketten und interagiert mit BRCA1 (Wu et al., 2009). Diese 
Interaktion wird durch Abraxas vermittelt (Kim et al., 2007; Sobhian et al., 2007; Wang et al., 
2007; Yan et al., 2007). Die Assoziation von Rap80 und BRCA1 reguliert auch die 
Akkumulation von BRCA1 an dem Schadensort (Kim et al., 2007; Liu et al., 2007). Die 
Polyubiquitinierung von H2AX und/oder andere bisher unbekannte Faktoren verursachen eine 
lokale Strukturänderung des Chromatins in unmittelbarer Nähe des DSBs. Dadurch wird das 
Schadenssignal verstärkt und die DSB-Reparatur beschleunigt (Abb. 2.4.). Die Relaxation des 
Chromatins verursacht außerdem die Exposition von methylierten Aminosäurenresten von 
H3/H4. Dies führt zur Rekrutierung von 53BP1 zum Schadensort (Xie et al., 2007). 53BP1 ist 
notwendig für die korrekte Aktivierung von mehreren Proteinen, die an der DNA-
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Abb. 2.4. Erkennung von DNA-DSBs im Zusammenhang mit Ubiquitin-vermitteltem Chromatin-
Remodeling in Säugerzellen (Nach Iijima et al., 2008). Die DSB-Schadensantwort beginnt mit der 
Aktivierung von ATM (verursacht teilweise durch Autophosphorylierung und teilweise durch Interaktion mit 
MRN). ATM phosphoryliert H2AX und MDC-1. Phosporyliertes H2AX (γH2AX) rekrutiert MDC-1 an den 
DSB. Die Lokalisierung von MDC-1 bewirkt die Akkumulation von ATM und MRN (in der Abb RMN) am 
Schadensort. Phosphoryliertes MDC-1 interagiert mit RNF8. RNF8 und UBC13 ubiquitinieren H2AX. Für die 
Ubiquitinierung von H2AX durch UBC13 wird zuerst die Acetylierung von H2AX durch Tip60 benötigt. Rap80 
erkennt die Polyubiquitin-Ketten von H2AX und rekrutiert Abraxas-BRCA1 zum Schadensort. Dadurch wird die 
H2AX-Polyubiquitinierung verstärkt. Diese Polyubiquitinierung stimuliert die Beweglichkeit von H2AX-
Molekülen, so dass sie von dem Chromatin freigesetzt werden. Es kommt zum Chromatin-Remodeling und die 
DNA-Bruchenden werden für Reparaturproteine zugänglich. Die Bruchenden werden resektiert und der dabei 
entstandene Einzelstrang wird von RPA gebunden. Die Exposition von methylierten Aminosäureresten von 
H3/H4, verursacht durch die Relaxation des Chromatins, bewirkt die Akkumulation von 53BP1 am Schadensort. 
53BP1 ist an der DSB-Reparatur beteiligt und ist notwendig für die Aktivierung einer Reihe an 
Reparaturproteinen. Das effiziente Chromatin-Remodeling aktiviert nicht nur die DSB-Reparatur durch 
homologe Rekombination, sondern auch die Zellzyklus-Checkpoints. 
 
2.2.2. Die Regulation des Zellzyklus im Zusammenhang mit Checkpoint-Proteinen. 
Im Verlauf des Zellzyklus wird das Genom einer Zelle verdoppelt und auf zwei Tochterzellen 
verteilt. Der Zellzyklus lässt sich in der G1-, S-, G2- und der M-Phase einteilen. In der G1-
Phase wird die Zelle auf die DNA-Replikation vorbereitet, die in der S-Phase stattfindet. In 
der G2-Phase werden die Zellgröße und die replizierte DNA auf mögliche Fehler bei der 
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Replikation überprüft. Anschließend werden in der Mitose die Chromosomen aufgetrennt und 
die eigentliche Zellteilung findet statt. Danach kann die Zelle in der darauf folgenden G1-
Phase einen neuen Zellzyklus starten. Zellen, die sich aufgrund ungünstiger Verhältnisse wie 
Kontaktinhibition, Nährstoffmangel oder dem Fehlen von Wachstumsfaktoren nicht teilen 
können, verbleiben in einer dauerhaften Ruhephase (G0-Phase). Um den aktiven Zellzyklus 
wieder aufzunehmen, muss die Zelle durch Zugabe von Wachstumsfaktoren stimuliert 
werden, um wieder in der G1-Phase einzutreten. Danach wird der Zellzyklus unabhängig von 
äußeren Signalen durchlaufen. 
Die Zellzyklusprogression kann von speziellen Kontrollpunkten (Checkpoints) verzögert 
werden (Bharadwaj et al., 2004; Malumbres et al., 2001), wenn die Bedingungen für die Zelle 
zur nächsten Zellzyklusphase nicht erfüllt sind. Der erste Checkpoint befindet sich am 
Übergang von der G1- zur S-Phase (G1/S-Checkpoint), der zweite am Übergang von der G2- 
zur M-Phase (G2/M-Checkpoint) (Pellegata et al., 1996; Agami und Bernards, 2000). Beim 
G1/S-Checkpoint wird überprüft, ob eine ausreichende Zellgröße erreicht ist und ob keine 
DNA-Schäden vorliegen. Beim G2/M-Checkpoint wird kontrolliert, ob die DNA erfolgreich 
repliziert wurde und keine DNA-Schäden vorliegen (Löffler und Petrides, 2003). Bei 
aufgetretenen Fehlern wird der Zellzyklus angehalten, um der Zelle die Zeit zu geben, den 
DNA-Schaden zu beheben. Neben den erwähnten Checkpoints gibt es zudem einen S-Phase-
Checkpoint (Abb. 2.5.). Allerdings sind bei diesem die molekularen Zusammenhänge bei 
Säugerzellen noch relativ unbekannt (Duncan Clarke et al., 2002). 
 
                           
Abb. 2.5. Abfolge der Zellzyklusphasen bei eukaryotischen Zellen. Auf die G1-Phase folgt die S-Phase, in 
der die DNA repliziert wird. Darauf folgt eine Phase, in der sich die Zelle auf die Teilung in der Mitose 
2. Einleitung             
15 
 
vorbereitet. Am Ende der G1- und G2-Phase und in der S-Phase befinden sich Checkpoints (Kontrollpunkte) an 
denen über den weiteren Durchlauf des Zellzyklus entschieden wird. Zellen, die keine Teilungsaktivität zeigen, 
werden der G0-Phase zugeordnet (Quelle: Dissertation Marcus Winter). 
 
Die Entscheidung zum Überschreiten eines Checkpoints hängt sowohl von externen Faktoren, 
wie beispielweise Wachstumsfaktoren, aber auch von internen Mechanismen zur Regulation 
der Zellzykluskontrolle ab. Die Expression der Cycline und die damit verbundene 
Aktivierung der CDKs (Cyclin-abhängige Proteinkinase) sind am Anfang der G1-Phase von 
den Wachstumsfaktoren abhängig. Die Kombinationen von Cyclinen und CDKs sind 
zellzyklusabhängig (Abb. 2.6.). Ein Verlust der Zellzykluskontrolle und die daraus 
resultierende unkontrollierte Proliferation sind ein Charakteristikum von Tumorzellen 
(Eisenbrand et al., 2004).  
Bei der Regulation des Zellzyklus nach dem Auftreten eines DNA-Schadens, spielen die 
Proteinkinasen ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated)- und ATR- (ATM and -Rad3-related) 
eine wichtige Rolle. DSBs führen zur Aktivierung von ATM. Dabei kommt es zur 
Autophosphorylierung des Proteins (Appella und Anderson, 2001). Das inaktive Dimer 
zerfällt in zwei aktive Monomere. Dagegen wird ATR nach dem Auftreten einzelsträngiger 
Bereiche, die beispielweise durch blockierte Replikationsgabeln entstehen, aktiviert (Hurley 
et al., 2007). Diese einzelsträngigen Bereiche werden von dem Einzelstrang-bindenden 
Protein RPA erkannt und gebunden. Die Aktivierung von ATR erfolgt durch den direkten 
Kontakt von ATRIP (ATR-Interacting-Protein) mit RPA (Cortez et al., 2001). Nach derer 
Aktivierung phosphorylieren beide Proteinkinasen verschiedene Zielproteine, darunter die 
Checkpoint-Kinasen Chk1 und Chk2 (Shiloh, 2003; Khanna und Jackson, 2001). Chk1 und 
Chk2 phosphorylieren die Phosphatasen Cdc25A und Cdc25C und verursachen deren 
Inaktivierung. Dies verhindert die Dephosphorylierung der Komplexe Cdk2-Cyclin E und 
Cdc2-Cyclin B und damit deren Aktivierung (Falck et al., 2001; Falck et al., 2002). Dadurch 
wird der Zellzyklusarrest in der G1-, S- und der G2-Phase induziert. Dies erfolgt unabhängig 
von p53. Chk1 und Chk2 können auch einen p53-abhängigen G1-Arrest durch 
Phosphorylierung von p53 bewirken. Dadurch wird die Bindungsaffinität von p53 für MDM2 
vermindert und die Stabilität bzw. die Aktivität von p53 erhöht. Allerdings können ATM und 
ATR auch einen G1-Arrest durch direkte Phosphorylierung von p53 bewirken (Canman et al., 
1998; Banin et al., 1998). p53 aktiviert p21, das die Blockade des Zellzyklus in G1 bewirkt 
(Abb. 2.6.). 
ATM übernimmt eine Funktion sowohl im Zellzyklusarrest als auch in der DNA-Reparatur, 
indem es den G1/S-, intra S-, G2/M-Checkpoint durch Aktivierung von p53 (Khanna et al., 
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1998; Waterman et al., 1998) oder cAbl (Baskaran et al., 2001; Shafman et al., 1997) 
induziert und Reparaturproteine wie NBS1 (Gatei et al., 2000), Mre11 (Dong et al., 1999), 
H2AX (Burna et al., 2001), MDC-1 (Mediator of DNA-Damage Checkpoint protein 1) (Bao 
et al., 2001; Goldberg, 2003), BRCA1 (Breast Cancer 1) (Cortez et al., 1999), SMC1 
(Structural maintenance of chromosome 1) (Kim et al., 2002), p53 (Banin et al., 1998), RPA 
(Wang et al., 2001), Artemis (Chen et al., 2005; Riballo et al., 2004) und DNA-PKcs (Chen et 
al., 2007) phosphoryliert (Abb. 2.6.). 
 
 
Abb. 2.6. Schematische Darstellung der verschiedenen DNA-Checkpoints im Zellzyklus (Aus Niida und 
Nakanishi, 2006). Durch Vorhandensein eines DNA-Schadens werden die Kinasen ATM und ATR aktiviert. 
ATM und ATR phosphorylieren eine Reihe von Proteinen, die an der Zellzykluskontrolle, DNA-Reparatur und 
Stressreaktionen eine Rolle spielen  
 
Ist das Schadenausmaß in einer Zelle zu hoch, um in angemessener Zeit repariert werden zu 
können, so wird die Apoptose eingeleitet. Bei diesem Prozess spielt das Protein p53 ebenfalls 
eine bedeutende Rolle, der zum Absterben der Zelle führt (Christmann, 2003; Sancar, 2004). 
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2.3. Reparaturwege von DNA-Doppelstrangbrüchen 
2.3.1. Das Nicht Homologe End-Joining (NHEJ) 
NHEJ bezeichnet einen Mechanismus, bei dem DNA-Enden sehr schnell und wirkungsvoll 
miteinander verknüpft werden, ohne dass dabei eine homologe Sequenz benötigt wird 
(Critchlow and Jackson, 1998). Bei diesem Mechanismus wird nicht geprüft, ob die 
verbundenen DNA-Enden auch vor Eintritt des DNA-Schadens miteinander verknüpft waren. 
Deshalb können bei diesem Prozess Mutationen entstehen, entweder weil Teile der DNA an 
der Bruchstelle verloren gehen oder weil die falschen Enden miteinander verknüpft werden. 
Aufgrund der ausgedehnten nicht-kodierenden DNA-Bereiche, die höchstwahrscheinlich den 
größten Teil des menschlichen Genoms repräsentieren, betreffen entstehende Mutationen nur 
selten kodierende DNA-Sequenzen und bleiben ohne negative Folgen. NHEJ ist in allen 
Zellzyklusphasen (G0/G1, S und G2) aktiv, findet aber hauptsächlich in der G0/G1-Phase des 
Zellzyklus statt (Johnson und Jasin, 2000; Takata et al., 1998). NHEJ-Mutanten sind 
empfindlich gegenüber ionisierender Strahlung und haben einen starken Reparaturdefekt 
(Chang et al., 1993; Riballo et al., 1999; Wachsberger et al., 1999). NHEJ-Proteine sind auch 
an der V(D)J-Rekombination der Immunglobulingene in B- und T-Zellen (Taccioli et al., 
1993) und am Immunglobulin-class switch (Casellas et al., 1998; Manis et al., 2002; Rolink et 
al., 1996) beteiligt. 
Beim Auftreten eines DSBs bindet das Ku70/Ku80-Heterodimer an die freien DNA-Enden 
(Reeves und Sthoeger, 1989; Jeggo et al., 1992; Ramsden and Gellert, 1998) und schützt diese 
so vor dem Abbau durch Exonukleasen (Getts und Stamato, 1994). Nach der Bindung des 
Proteinheterodimers an die geschädigte DNA erfolgt die Rekrutierung der katalytischen 
Untereinheit der DNA-PK, DNA-PKcs (Sipley et al., 1995; Hartley et al., 1995). DNA-PKcs 
bildet zusammen mit dem Ku70/Ku80-Heterodimer den DNA-PK-Komplex (Gottlieb und 
Jackson, 1993; Smith und Jackson, 1999). DNA-PKcs ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase, 
deren Aktivierung zur Phosphorylierung mehrerer Proteine führt, die für den Fortschritt der 
Reparatur von Bedeutung sind. Die aktivierte DNA-PKcs phosphoryliert einige DNA-
bindende Proteine (Anderson et al., 1992), darunter den Ku-Komplex (Lees-Miller et al., 
1990; Chan et al., 1999; Labhart et al., 1999) und XRCC4 (Leber et al., 1998; Calsou et al., 
2003). Nach der Autophosphorylierung der DNA-PKcs (Ding et al., 2003; Reddy et al., 2004; 
Weterings et al., 2003) erfolgt die Dissoziation von der DNA (Chan et al., 1996) und die 
DNA-Enden werden für die Ligation durch den Ligase4-Komplex (bestehend aus Ligase4, 
XRCC4 und XLF) zugänglich (Abb. 2.7. links).  
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Die Rolle von XRCC4 im NHEJ ist noch nicht vollständig aufgeklärt. XRCC4 verstärkt die 
Bindungseffizienz von Ligase4 in vitro (Grawunder et al., 1997). Cernunos/XLF wurde 
zeitgleich von zwei unabhängigen Laborgruppen charakterisiert (Buck et al., 2006; Ahnesorg 
et al., 2006) und interagiert in vitro mit Ligase4 (Ahnesorg et al., 2006; Callebaut et al., 
2006). Vermutlich werden XRCC4 und XLF benötigt, um Ligase4 an die DNA-Enden zu 
bringen. Es konnte gezeigt werden, dass neben den klassischen NHEJ-Komponenten weitere 
Proteine eine Rolle im NHEJ spielen. Der MRN-Komplex (bestehend aus Mre11, Rad50 und 
NBS1) ist vermutlich an der Erkennung der Bruchenden sowie am Zusammenhalten der 
DNA-Enden beteiligt (Moreno-Herrero et al., 2005; Hopfner et al., 2002; de Jager et al., 
2001). Außerdem kann die Mehrzahl der DSBs nicht einfach ligiert werden, da die DNA-
Enden Modifikationen aufweisen, die vor der Ligation prozessiert werden müssen. So treten 
zum Beispiel anormale 3′ Phosphat- bzw. 5′ Hydroxyl-Gruppen, geschädigte DNA-Basen 
sowie geschädigte Zucker-Phosphorsäureester im Rückgrat der DNA auf. DNA-Enden mit 
anormalen 3′ Phosphat- bzw. 5′ Hydroxyl-Gruppen werden mit Hilfe der Polynukleotidkinase, 
die mit XRCC4 interagiert, prozessiert (Chappell et al., 2002; Koch et al., 2004). Andere nicht 
ligierbare DNA-Bruchenden werden möglicherweise von der Nuklease Artemis prozessiert, 
indem sie überschüssige DNA-Einzelstränge oder Hairpin-Strukturen entfernt (Ma et al., 
2002; Moshous et al., 2001). Außerdem kann die Exonuklease WRN, die bei Patienten mit 
dem Werner-Syndrom mutiert ist, andere Klassen von DNA-Enden prozessieren (Perry et al., 
2006). Es wird weiterhin angenommen, dass die Proteine ATM und Artemis an der Reparatur 
von einer Subpopulation von DSBs beteiligt sind, die mit einer langsameren Kinetik beseitigt 
werden (Riballo et al., 2004). Mehrere DNA-Polymerasen füllen nach erfolgter Prozessierung 
die Lücken in der DNA auf (McElhinnny et al., 2005). 
2.3.2. Die Homologe Rekombination (HR) 
Bei der homologen Rekombination werden zum Bruchbereich homologe Sequenzen als 
Matrize verwendet. Grundsätzlich sind sowohl die Schwesterchromatide als auch homologe 
Chromosomen als Matrize geeignet (Johnson und Jasin, 2001). In Säugerzellen ist die 
homologe Schwesterchromatide das bevorzugte Substrat für die DSB-Reparatur (Moynahan 
et al., 1997; Richardson et al., 1998; Johnson und Jasin, 2000), weshalb die HR in der S- und 
G2-Phase aktiv ist. Hier stehen nach der DNA-Replikation Schwesterchromatiden zur 
Verfügung und eine fehlerfreie Reparatur ist möglich. In der G1-Phase wird die HR 
unterdrückt um zu verhindern, dass das homologe Chromosom als Matrize verwendet wird. 
Dies kann aufgrund ausgedehnter repetitiver Bereiche (Kim et Al., 1998; Li et al., 2001) zu 
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genomischen Rearrangements führen (Fasullo et al., 1998; Richardson und Jasin, 2000; 
Argueso et al., 2008; Pannunzio et al., 2008).    
Der erste Schritt der HR besteht in der Resektion der 5´-Bruchenden, um überhängende 3´-
Enden zu erzeugen. Für diesen Schritt ist der MRN-Komplex in Zusammenarbeit mit CtIP 
(CtBP-Interacting Protein) zuständig (Sartori et al., 2007). CtIP interagiert direkt mit MRN 
und stimuliert dessen Endonukleaseaktivität. Auch Studien in der Hefe zeigen, dass der 
MRX-Komplex (Homologe von MRN in Mensch) an der Anresektion der Bruchenden über 
ein kurzes DNA-Stück (50 - 100 Nukleotiden) beteiligt ist. Zur weiteren Resektion der 
Bruchenden über einen größeren DNA-Bereich von vermutlich über 1 kbp (Sun et al., 1991; 
White und Haber, 1990; Cao et al., 1990) werden zusätzlich Exonukleasen wie Exo1 und/oder 
DNA2 benötigt (Bernstein und Rothstein, 2009). Exo1 verfügt im Gegensatz zum MRN-
Komplex über eine 5´-3´-Exonukleaseaktivität, die für die Resektion der Bruchenden benötigt 
wird (Nimonkar et al., 2008).  
Die einzelsträngigen 3´-Überhänge werden zunächst von RPA (Replikation Protein A) 
gebunden, um die DNA-Enden vor nukleolytischen Angriffe zu schützen und die Ausbildung 
von sekundären Strukturen zu verhindern (Williams et al., 2007; Sugiyama et al., 1997). RPA 
wird durch Rad51 ersetzt und es bildet sich ein Rad51-Nukleoproteinfilament aus, das die 
Stranginvasion in das unbeschädigte DNA-Molekül koordiniert. An diesem Schritt ist 
BRCA2 beteiligt. Homologe DNA-Bereiche werden gesucht und es entsteht eine Holliday-
Struktur (Holliday, 1964). Bei diesem Vorgang sind zusätzliche Proteine wie RPA, Rad52 
(Mortensen et al., 1996; Van Dyck et al., 1998; Hiom, 1999) und Rad54 (Petukhova et al., 
1998; Mazin et al., 2000) notwendig. Rad54 tritt mit Rad51 in Wechselwirkung (Clever et al., 
1997; Jiang et al., 1996) und unterstützt vermutlich auch den Aufbau des 
Nukleoproteinfilaments, sowie die spätere Strangaustauschreaktion (Tan et al., 2003; West, 
2003). Es wird diskutiert, dass Rad54 durch Topologieänderung der DNA-Helix diese partiell 
entwindet, wodurch das Rad51-Nukleoproteinfilament leichter in die intakte DNA-Helix 
einwandern kann (Ristic et al., 2001). 
Nachdem die homologen Abschnitte gefunden sind, kommt es zur Basenpaarung zwischen 
dem gebrochenen und dem intakten Strang. Das 3’-Ende des gebrochenen Strangs in der 
basengepaarten Heteroduplexregion wird durch eine DNA-Polymerase verlängert und durch 
die DNA-Ligase1 ligiert, wobei der intakte Strang als Matrize dient. Nach der DNA-Synthese 
wird die Holliday-Struktur prozessiert und entfernt, vermutlich durch das Zusammenspiel von 
Helikasen (BLM, WRN) und Nukleasen (Mus81/Eme1) (Iijima et al., 2008). Es kommt zur 
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Entstehung von zwei intakten Strängen (Modesti und Kanaar, 2001). Dabei kann es zu 
Genkonversion mit oder ohne Crossing over kommen (Szostak et al., 1983) (Abb. 2.7. rechts). 
Zusätzliche HR-Proteine wie BRCA1, BRCA2 (Modesti und Kannar, 2001) und Rad51-
Paraloge (XRCC2, XRCC3, Rad51B, Rad51C, Rad51D) (Albala et al., 1997; Liu et al., 1998; 
Pittman et al., 1998; Tambini et al., 1997; Cartwright et al., 1998a/b) sind an der 
Stranginvasion des Rad51-Nukleoproteinfilaments beteiligt. BRCA1 und BRCA2 sind für die 
HR essentiell. Mutationen in beiden Proteinen führen zu einer Verminderung der HR-Rate. 
Die Auswirkungen von Mutationen in HR-Faktoren bei Säugern hängen von der Bedeutung 
der betroffenen Proteine ab. Während die Inaktivierung von Rad52 keine Auswirkung zeigt 
(Rijkers et al., 1998; Yamaguchi-Iwai et al., 1998), ist die Inaktivierung von Rad54 mit einer 
leichten Erhöhung der Strahlenempfindlichkeit assoziiert (Takata et al., 1998; Essers et al., 
2000; Essers et al., 1997; Bezzubova et al., 1997). Die Mutation von Rad51 ist letal (Lim et 
al., 1996; Sonoda et al., 1998). Die Inaktivierung von XRCC2 und XRCC3 verursacht bei den 
Zellen eine deutliche Strahlenempfindlichkeit (Liu et al., 1998; Takata et al., 2001). 
Zusätzlich zeigen XRCC2- und XRCC3-defiziente Hamsterzellen eine erhöhte Rate an 
spontanen und strahleninduzierten Chromosomenaberrationen (Liu et al., 1998; Tebbs et al., 
1995). Außerdem zeigen Patienten mit heterozygoten Mutationen in BRCA1 und BRCA2 
eine erhöhte Prädisposition für Brustkrebs und Eierstockkrebs (Antoniou et al., 2003; King et 
al., 2003). 
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2.3.3. Das Single Strand Annealing (SSR) 
Eine Sonderform der HR ist das sogenannte Single Strand Annealing. Doppelstrangbrüche, 
die zwischen zwei sich wiederholenden DNA-Sequenzen auftreten, können über diesen Weg 
repariert werden (Lin et al., 1984; Paques und Haber, 1999). Diese Art der Reparatur wurde 
für Doppelstrangbrüche beobachtet, die durch Restriktionsenzyme verursacht wurden 
(Sugawara und Haber, 1992). Unklar ist, ob über diesen Prozess auch strahleninduzierte 
Doppelstrangbrüche repariert werden können, deren Endstrukturen in der Regel wesentlich 
komplexer sind. Im Gegensatz zur homologen Rekombination erfordert dieser Reparaturweg 
kein homologes Chromosom oder eine Schwesterchromatide als Matrize, da die Reparatur 
direkt auf dem geschädigten DNA-Strang erfolgt. Im Zuge der Reparatur geht die zwischen 
den homologen Bereichen liegende Sequenzinformation ebenso verloren wie eine Kopie der 
homologen Abschnitte. Dieser Weg ist Rad51-unabhängig, benötigt aber Rad52 und Rad59 
(David und Symington, 2001; Fishman-Lobell et al., 1992). 
Die am SSA beteiligten Faktoren sind in Saccharomyces cerevisiae beschrieben. Rad52 
bindet unabhängig von anderen Proteinen der Rad52-Epistasis Gruppe wie Rad51 und Rad54 
an die Bruchenden (Ivanov et al., 1996). Die Enden des Doppelstrangbruchs werden zunächst 
exonukleolytisch angegriffen, wobei überhängende 3′-Enden entstehen. Die Resektion der 5′- 
Enden geschieht mit hoher Wahrscheinlichkeit über den Rad50/Xrs2/Mre11-Komplex 
(Pastink et al., 2001), dessen Fehlen SSA zwar nicht unmöglich macht, aber die Rate 
signifikant reduziert (Ivanov et al., 1996). Die dadurch hervorgerufenen einzelsträngigen 
DNA-Bereiche gleiten anschließend mit Hilfe von Rad52 so lange aneinander vorbei, bis eine 
Homologie von 60-90 Nukleotiden auftritt, an der die Basenpaarung über 
Wasserstoffbrückenbildung stattfinden kann (Mortensen et al., 1996; Shinohara et al., 1998). 
An dieser Position bildet sich ein doppelsträngiger DNA-Abschnitt aus. Die nicht gebundenen 
Einzelstrangenden können durch Rad1 und Rad10 entfernt werden (Fishman-Lobell und 
Haber, 1992). Die einzelsträngigen DNA-Lücken können neu synthetisiert und anschließend 
ligiert werden. 
Die SSA verläuft bei Säugerzellen vermutlich identisch. Es konnte gezeigt werden, dass 
humanes Rad52 in vitro an DNA bindet (Van Dyck et al., 1999). Allerdings war die DNA-
Bindungsaffinität von Rad52 bei ssDNA höher als bei dsDNA (Benson et al., 1998; VanDyck 
et al., 1998; Van Dyck et al., 1999). Dagegen bindet ScRad52 (aus Saccharomyces cerevisiae) 
nur an doppelsträngige DNA-Enden. Vermutlich ist auch der MRN-Komplex an der 
Resektion der 5´ DNA-Enden beteiligt (Kanaar et al., 1998). Die Entfernung von 
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Menschen mit dieser Erkrankung zeigen eine extreme Strahlensensitivität mit schwersten 
Nebenwirkungen schon nach der Einwirkung von geringen Dosen. Immundefizienz, ovarielle 
Dysgenesie, Entwicklungsretardierung, progressive zerebellare Ataxie und Teleangiektasien 
gehören zu den klinischen Merkmalen dieser Krankheit (Shiloh, 2003). Zu den zellulären 
Merkmalen gehören starke Strahlenempfindlichkeit (Xu et al.,  2006; Xu und Baltimore, 
1996), chromosomale Instabilität, radioresistente DNA-Synthese (RDS) und Zellzyklus-
Defekte, da ATM eine Reihe von Proteinen phosphoryliert, die an der Zellzykluskontrolle 
beteiligt sind (Iliakis et al., 2003). ATM-defiziente Zellen weisen außerdem einen kleinen 
aber signifikanten DSB-Reparaturdefekt gegenüber WT-Zellen auf. In der G1- und G2-Phase 
verbleiben etwa 10-15 % ihrer DSBs unrepariert (Riballo et al., 2004; Beucher et al., 2009). 
Weitere an der DSB-Reparatur beteiligte Proteine wie DNA-PKcs (Chen et al., 2007) und 
H2AX (Burna et al., 2001; Stiff et al., 2004) werden auch von ATM phosphoryliert.  
2.4.2. Severe Combined Immunodeficiency (SCID) und DNA-PKcs 
Diese Erkrankung ist auf einen Defekt der DNA-PKcs zurückzuführen. Auf zellulärer Ebene 
ist eine stark verminderte Doppelstrangbruchreparatur zu beobachten. Dies resultiert in der 
Unfähigkeit der Zelle, die DSB-Intermediate in der V(D)J-Rekombination 
zusammenzuführen und führt so zur Immundefizienz (Gao et al., 1998; Tacciolo et al., 1998; 
Jhappan et al., 1997). DNA-PKcs bildet zusammen mit Ku70 und Ku80 den DNA-PK-
Komplex. In höheren Eukaryonten führen Defizienzen in einem der drei Komponenten von 
DNA-PK zu einem starken DSB-Reparaturdefekt. Infolgedessen tritt eine starke 
Strahlensensitivität auf. Diese Strahlenempfindlichkeit ist nicht zwingend letal. Jedoch hat ein 
DNA-PK-Defekt nach der Geburt fatale Auswirkungen, da das Immunsystem von Säugern 
vom NHEJ abhängt, um den V(D)J-Rekombinationsprozess abzuschließen. Die V(D)J-
Rekombination übernimmt eine wichtige Funktion bei der Antikörperherstellung und -vielfalt. 
2.4.3. Ligase4-Syndrom 
Patienten, die an Lig4-Syndrom erkrankt sind, weisen klinische Merkmale wie 
Mikrozephalie, Entwicklungsretardierung sowie Panzytopenie (starke Verminderung der 
Blutzellen aller Systeme) auf. Zudem liegt eine starke Strahlensensitivität vor (Riballo et al., 
1999). Der Totalverlust von DNA-Ligase4 ist embryonal letal (Lee et al., 2000b). Mutationen, 
die dem menschlichen Ligase4-Syndrom zugrunde liegen, sind hypomorph, d.h. es ist immer 
noch eine Restaktivität des Proteins vorhanden. Ligase4-defiziente Zellen sind 
strahlenempfindlich und weisen eine stark verminderte DSB-Reparatur auf. Im Gegensatz zu 
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ATM-defizienten Zelllinien weisen sie keinen Defekt in der Zellzykluskontrolle auf 
(O´Driscoll et al., 2001).  
2.4.4. XRCC4 Like Factor (XLF)/Cernunnos  
2003 wurden Zellen eines Patienten isoliert, welche eine erhöhte Strahlenempfindlichkeit, 
stark verminderte DSB-Reparatureffizienz und Defekte der V(D)J-Rekombination aufwiesen 
(Dai et al., 2003). Diese Zellen zeigten keine erkennbaren Mutationen in klassischen NHEJ-
Proteinen wie Ku70, Ku80, XRCC4, DNA-Ligase4. Außerdem konnten keine Defekte in den 
Komponenten des MRN-Komplexes festgestellt werden. Dies sprach für die Beteiligung eines 
weiteren Proteins am NHEJ und der V(D)J-Rekombination. Dieses Protein wurde zeitgleich 
von zwei unabhängigen Labors identifiziert und XLF/Cernunnos benannt (Buck et al., 2006; 
Ahnesorg et al., 2006). XLF/Cernunnos interagiert mit Ligase4 und ist Teil des DNA-
Ligase4/XRCC4-Ligationskomplexes. XLF- und Ligase4-Patienten zeigen ähnliche klinische 
und zelluläre Merkmale (Buck et al., 2006; Ben-Omran et al., 2005). Dies schließt 
Mikrozephalie und Immundefizienz ein, hauptsächlich charakterisiert durch eine stark 
beeinträchtigte Entwicklung von B- und T- Lymphozyten.  
2.4.5. Radiation Sensitive Severe Combined Immunodeficiency (RD SCID) und Artemis 
Auch Menschen mit einem defekten Artemis-Gen zeigen einen Defekt des Immunsystems, da 
Artemis eine Rolle bei der V(D)J-Rekombination spielt. Artemis ist verantwortlich für die 
Auflösung von Haarnadelstrukturen, die bei diesem Prozess entstehen. Artemis-defiziente 
Zelllinien weisen allerdings nur einen schwachen DSB-Reparaturdefekt auf und 
unterscheiden sich damit von Zelllinien mit einem Defekt in der DNA-PKcs oder anderen 
Kernkomponenten des NHEJ. Dies mag daran liegen, dass Artemis nur für das Prozessieren 
und die Reparatur von einer Subpopulation an DSBs notwendig ist (Ma et al., 2002; Riballo et 
al., 2004). Bei dieser Subpopulation handelt es sich womöglich um Brüche mit komplizierten 
Bruchstrukturen, die aufgrund von modifizierten Bruchenden nicht direkt ligiert werden 
können. Sie müssen zuerst prozessiert werden. Bei diesem Prozess könnte die 
Nukleaseaktivität von Artemis gebraucht werden. Artemis und ATM-defiziente Fibroblasten 
weisen eine ähnliche Strahlensensitivität und einen Reparaturdefekt von ähnlichem Ausmaß 
auf. Dies führte zu der Vermutung, dass beide Proteine am gleichen Reparaturweg beteiligt 
sind. Dies konnte in der G0-Phase bestätigt werden (Riballo et al., 2004).  
2.4.6. Hereditäres Mammakarzinom (BRCA1/BRCA2) 
Bei 10-15 % der erblich bedingten Brustkrebsfälle sind die Produkte der BRCA1/BRCA2 
Gene mutiert (Übersicht in Venkitaraman, 2002). In BRCA1/BRCA2-defizienten Zellen ist 
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die Doppelstrangbruchreparatur vermindert (Moynahan et al., 1999; Moynahan et al., 2001; 
Tutt et al., 2001). In der Abwesenheit von funktionellem BRCA1 und BRCA2 kann keine HR 
durchgeführt werden. BRCA1/BRCA2-defiziente Zellen zeigen außerdem eine genomische 
Instabilität und sind empfindlich gegenüber DNA-schädigende Agenzien (Moynahan et al., 
1999).  
BRCA2 ist an der HR beteiligt und bindet direkt an Rad51 (Sharan et al., 1997; Wong et al., 
1997). Es agiert vermutlich als Hilfsfaktor bei der Bildung des Rad51- 
Nukleoproteinfilaments (Davies et al., 2001). BRCA1 ist der Hauptbestandteil des BRCA1-
assozierten Genom-Überwachungskomplex (BRCA1-associated genome surveillance 
complex, BASC), der unter anderem ATM, Rad50 und BLM umfasst. Dieser Komplex wirkt 
als DSB-Sensor (Wang et al., 2000). Nach Erkennung des DSBs wird BRCA1 von ATM und 
ATR phosphoryliert (Tibbetts et al., 2000) und initiiert die DSB-Reparatur durch HR (Zhong 
et al., 1999). BRCA1 ist verantwortlich für die Lokalisierung von Rad51 an die Bruchstelle. 
So werden in BRCA1-defizienten Zellen keine Rad51-Foci ausgebildet (Bhattacharyya et al., 
2000; Drew und Calvert, 2008). 
 
2.5. Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen 
DNA-Doppelstrangbrüche können durch eine Reihe von Methoden nachgewiesen werden. 
Dazu gehören die Immunfluoreszenzmikroskopie (insbesondere die γH2AX-
Immunfluoreszenzmikroskopie), der neutrale Comet-Assay (Fairbain et al., 1995), die 
Pulsfeldgelelektrophorese (Whitaker et al., 1991) und chromosomale Studien. Die 
Immunfluoreszenzmikroskopie  zeichnet sich durch eine hohe Sensitivität auch bei niedrigen 
Dosen aus. Beim neutralen Comet-Assay beträgt die minimale Strahlungsdosis ca. 4 Gy 
(Lobrich und Kiefer, 2006). Diese Strahlungsdosis induziert ca. 160 DSBs in einer Zelle 
(Friedberg et al., 2006). Bei der Pulsfeldgelelektrophorese werden Dosen von über 20 Gy 
benötigt. Die beschriebenen Nachweismethoden eignen sich allerdings nur zur Untersuchung 
des zeitlichen Verlaufs der DSB-Reparatur. Eine Aussage über die Qualität der Reparatur ist 
nicht immer möglich. Im Rahmen dieser Arbeit wurde hauptsächlich die 
Immunfluoreszenzmikroskopie zur Detektion von DSBs angewendet. 
2.5.1. Immunfluoreszenzmikroskopie 
Eine der ersten Reaktionen einer Säugerzelle auf das Auftreten eines DSBs ist die 
Phosphorylierung des Histons H2AX am Serinrest 139 zum sogenannten γH2AX in der 
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unmittelbaren Umgebung des Bruches (Rogakou et al., 1999; Pilch et al., 2003). H2AX ist 
eine Isoform des Histons H2A und liegt in etwa 10 % der H2A-Population innerhalb des 
Chromatins vor (Mannironi et al., 1989). Die Phosphorylierung erfolgt zunächst nah an der 
Bruchstelle und breitet sich aus, so dass H2AX bis zu einer Entfernung von mehreren 
Megabasen um den DSBs phosphoryliert wird (Rogakou et al., 1999). Mit Hilfe spezifischer 
Antikörper können die modifizierten γH2AX-Moleküle bereits wenige Minuten nach 
Bestrahlung nachgewiesen werden und im Mikroskop als punktförmige Strukturen, 
sogenannte nukleäre Foci (Abb. 2.9.) sichtbar gemacht werden (Rogakou et al., 1999). Die 
Funktion der umfangreichen Phosphorylierung von H2AX ist bisher nicht abschließend 
geklärt. γH2AX unterstützt vermutlich die Rekrutierung von Reparaturproteinen an den Ort 
des DSBs und hält diese dort fest (Celeste et al., 2003). 
Neben γH2AX bilden auch andere Reparaturproteine und Proteine, die den Zellzyklus als 
Checkpointproteine regulieren, als nukleäre Foci nachweisbare Proteinansammlungen 
(Fernandes-Capetillo et al., 2004). Während Komponenten der HR wie Rad51 oder RPA 
nukleäre Foci ausbilden, konnte dies für klassische NHEJ-Proteine bisher nicht gezeigt 
werden. Dies könnte an der zu geringen Anzahl an NHEJ-spezifischen Molekülen am Ort des 
DSBs liegen, so dass diese immunfluoreszenzmikroskopisch nicht nachweisbar sind. Eine 
Ausnahme stellt allerdings die DNA-PKcs dar, die unter Replikationsstress Foci ausbilden 
kann, die sogar mit γH2AX-Foci kolokalisieren (Schwartz et al., 2005). 
Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an γH2AX-Signalen nach der Bestrahlung mit der 
Anzahl an DSBs korreliert (Rothkamm und Löbrich, 2003). Die Abnahme der γH2AX-Foci 
mit zunehmender Inkubationszeit ist auf einsetzende Reparaturprozesse zurückzuführen (Abb. 
2.9.). Durch Quantifizierung der γH2AX-Foci kann eine Aussage über Anzahl an induzierten 
DSBs sowie über den Verlauf der DSB-Reparatur gemacht werden. Die γH2AX-
Immunfluoreszenzmikroskopie ist ein sehr sensitives Verfahren, das die Detektion der 
Entstehung und Reparatur von DSBs auch nach sehr geringen Dosen (bis wenige mGy) 
ermöglicht (Löbrich et al., 2006; Rübe et al., 2007; Kuefner et al., 2009; Grudzenski et al., 
2009). Die Auswertung kann durch Auszählen der Foci (Taneja et al., 2004; Deckbar et al., 
2007; Beucher et al., 2009), durch FACS-Analyse (Olive et al., 2003; Banath et al., 2004) 
oder Messung der Fluoreszenzintensitäten von Einzelbildern erfolgen (Mahrhofer et al., 2006; 
Mirzahans et al., 2006). Im Rahmen dieser Arbeit wurde hauptsächlich die γH2AX-
Immunfluoreszenzmikroskopie angewendet, um Entstehung und Reparatur von DNA-DSBs 
nach Einwirkung ionisierender Strahlung zu untersuchen.  
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in G2- und S-Zellen mit der homologen Rekombination ein weiterer DSB-Reparaturweg 
verfügbar. Gibt es einen Unterschied im Reparaturverhalten zwischen konfluenten (G0-) und 
proliferierenden G1-Zellen? Wie verläuft die Reparatur strahleninduzierter DSBs in der G2-
Phase? Um diese Fragen zu beantworten wurde das Reparaturverhalten von proliferierenden 
ATM- und Artemis-defizienten Zellen in der G1- und G2-Phase untersucht.   
2.6.2. Welchen Anteil haben das NHEJ und die HR in der Reparatur von DNA-DSBs in 
der G2-Phase des Zellzyklus? 
NHEJ ist der dominierende Reparaturweg in der G1-Phase des Zellzyklus. NHEJ-Mutanten 
zeigen einen sehr starken Reparaturdefekt in der G0-Phase und sind sehr strahlenempfindlich. 
In der G2-Phase steht neben dem NHEJ auch die HR als alternativer Reparaturmechanismus 
zur Verfügung. HR-Mutanten zeigen eine erhöhte Prädisposition zur Tumorbildung, was eine 
wichtige Rolle der HR in der DSB-Reparatur vermuten lässt. Wie verläuft die DSB-Reparatur 
von NHEJ-Mutanten in der G1-Phase in Abwesenheit des Hauptreparaturwegs? Wie verläuft 
die DSB-Reparatur von NHEJ-Mutanten in Anwesenheit der HR in der G2-Phase? ATM und 
Artemis werden in G0 dem NHEJ zugeordnet. Wie ändert sich das Reparaturverhalten von 
den klassischen NHEJ-Mutanten im Vergleich zu ATM- und Artemis-Mutanten in der G1- 
und G2-Phase? Um diese Fragen zu beantworten sollte das Reparaturverhalten von NHEJ- 
und HR-defizienten Zellen in der G1- und G2-Phase untersucht werden. 
Außerdem soll der Effekt von Störungen in beiden Hauptreparaturwegen untersucht werden. 
Können Zellen mit Defizienzen in NHEJ und HR überhaupt DSBs entfernen? Gibt es 
Mechanismen, die die DSB-Reparatur in diesem Fall übernehmen? Um Aussage darüber zu 
treffen soll das DSB-Reparaturverhalten verschiedener NHEJ/HR-Doppelmutanten in der G1- 
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3. Material und Methoden 
3.1. Material 
3.1.1. Geräte und Verbrauchsmaterial 
Autoklav   Sterilisator Mod. FVA 
Brutschränke mit CO2- Begasung    Binder CB/50, Heraeus B5061EK,  
        Jouan IG150 
Deckgläschen       Carl Roth 
Durchflusszytometer      Becton Dickinson FACScanTM 
Einfrierröhrchen      CryoTubeTM Vials 
Feinwaage       Sartorius analytic A210P 
Fluoreszenzmikroskope     Zeiss Axioplan2, Zeiss Axioskop,  
        Zeiss Axiovert 
Freezing Container (Kryotank)   
Kühlzentrifugen      Eppendorf 5840R 
Lichtmikroskop      Nikon Eclipse TS100  
Mikroskop-Kamerasystem     Zeiss AxioCam MRm 
Millipore Anlage      TKA-DI 2000 
Neubauer- Zählkammer     Carl Roth 
Objektträger       Menzel-Gläser SuperfrostR 
 
Schüttler       Fröbel GmbH RT45 
Sterilwerkbänke      Napco NapFlow, Holten LaminAir  
Röntgenröhre       Philips MCN 165/796704 
Tischzentrifuge      Eppendorf 5415C 
Vakuumpumpe      Haep HLC Sicherheitsabsaug- 
        system AZ  
Vortex        Scientic Industries Vortex-Genie2 
Wasserbad       Memmert GmbH und Co.KG  
        WB/OB45 
Zellkulturflaschen      TPP, 25 cm2 und 75 cm2 
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Zellkulturschalen      Nunc 8,8 cm2 und 21,5 cm2 
Zentrifugenröhrchen      TPP, 15 ml und 50 ml 
 
3.1.2. Medien, Puffer und Chemikalien 
Aceton       Roth 
Aphidicolin       Sigma, 1 mg/ml DMSO 
ATM Inhibitor (Ku-0055933)    KuDOS Pharmaceuticals Ltd 
BrdU        BD PharmingenTM, 1 mM in PBS 
BSA        Roth, Albumin Fraktion V 
DAPI        Sigma, 1 mg/ml in PBS  
Dimethylsulfoxid (DMSO)     Roth, RotipuranR 
DMEM       Biochrom 
DNAse       Fluka, 1 mg/ml in 50 % Glycerin +  
        0,15 M NaCl 
DNA-PK Inhibitor (Ku-0051777)    KuDOS Pharmaceuticals Ltd 
Ethanol, vergällt      zentrales Chemikalienlager der  
        Universität des Saarlandes, 
        Vergällt mit 1 % MEK 
FCS        Biochrom 
Formaldehyd       Roth, 37 % 
HAM’S 10       Biochrom 
HCl        Roth, RotipuranR 
MEM        Biochrom 
Methanol       Roth, RotipuranR 
Mounting Medium      Vector Laboratories, VectashieldR   
10 x PBS Puffer      Instamed-pulver, Biochrom 
Penicillin/Streptomycin     Biochrom 
Triton-X100       Roth 
Trypsin       Biochrom 
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3.1.3. Eingesetzte Lösungen 
Einfriermedium      20 % (v/v) Zellkulturmedium 
        20 % (v/v) DMSO 
        60 % (v/v) FCS  
Trypsin-EDTA Lösung     0,1 % Trypsin  
        0,5 mM Na2-EDTA pH 8 in PBS  
Propiumiodid Lösung      50 µg/ml Propiumiodid 
        0,5 mg/ml RNase in PBS  
 
3.1.4. Antikörper 
3.1.4.1. Primäre Antikörper 
Mouse anti-phosphoH2AX (Ser139)    Upstate, IgG, 1 µg/µl 
Rabbit anti-phosphoH2AX (Ser139)    Upstate, IgG, 1 µg/µl 
Mouse anti-BrdU (enthält DNase)     fertige Gebrauchlösung aus 5-Bro- 
        mo-2‘-deoxyuridine Labeling &  
        Detectionkit I (IgG1, Roche) 
Sheep anti-BrdU      USBiological, IgG2b, 1 mg/ml  
Mouse anti-BrdU      BD Pharmingen, fertige Gebrauch- 
        Lösung aus „FITC conjugated  
        mouse monoclonal Antibodyset“,  
        IgG1     
Rabbit anti-CENP-F (H-260)     Santa Cruz , IgG, 200 µg/ml 
Rabbit anti-phosphoH3 (Ser10)    Upstate, IgG, 1 µg/µl  
Rabbit anti-RAD51 (Ab-1)     Calbiochem, IgG, 1 µg/µl 
Rabbit anti-phospho ATM (Ser1981)   Rockland, 0,95 µg/µl 
Rabbit anti-cyclin A (H-432)     Santa Cruz, IgG, 0,2 µg/µl 
Rabbit anti-cyclin B1 (H-433)    Santa Cruz, IgG, 200 µg/ml 
 
3.1.4.2. Sekundäre Antikörper 
Goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488®   Molecular Probes, 2 µg/µl 
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Goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488®   Molecular Probes, 2 µg/µl 
Goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 594®   Molecular Probes, 2 µg/µl 
Goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 594®   Molecular Probes, 2 µg/µl 
Goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 546®   Molecular Probes, 2 µg/µl 
Donkey anti-sheep Alexa Fluor 594®   Molecular Probes, 2 µg/µl  
 
3.1.5. Oligonukleotide 
siRNA ATM       Qiagen 
Zielsequenz: CAC CTG TTT GTT AGT TTA TTA 
Sense: r (CCU GUU UGU UAG UUU AUU A) dTdT 
Antisense: r (UAA UAA ACU AAC AAA CAG G) dTdG   
siRNA Artemis      Qiagen 
Zielsequenz: AAC TGA AGA GAG CTA GAA CAG 
Sense: r (CUG AAG AGA GCU AGA ACA G) dTdT 
Antisense: r (CUG UUC UAG CUC UCU UCA G) dTdT   
siRNA Ligase4      Qiagen 
Zielsequenz: CAA GAT GTT TAC AGA AAG GAA 
Sense: r (AGA UGU UUA CAG AAA GGA A) dTdT 
Antisense: r (UUC CUU UCU GUA AAC AUC U) dTdG  
siRNA RAD51      Qiagen 
Zielsequenz: AAG GGA ATT AGT GAA GCC AAA 
Sense: r (GGG AAU UAG UGA AGC CAA A) dTdT 
Antisense: r (UUU GGC UUC ACU AAU UCC C)dTdT 
siRNA Ku80       Qiagen 
 Zielsequenz: AAG ACA GAC ACC CTT GAA GAC 
Sense: r (GAC AGA CAC CCU UGA AGA C) dTdT 
Antisense: r (GUC UUC AAG GGU GUC UGU C) dTdT   
siRNA Kontrolle      Qiagen 
Zielsequenz: AAT TCT CCG AAC GTG TCA CGT   
Sense: r (UUC UCC GAA CGU GUC ACG U) dTdT 
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Antisense: r (ACG UGA CAC GUU CGG AGA A) dTdT 
3.1.6. Verwendete Zelllinien 
3.1.6.1. Primäre Zelllinien 
- HSF-1 (Human Skin Fibroblasts-1) 
HSF-1 ist eine primäre Zelllinie von menschlichen Fibroblasten, die aus dem 
Hautbiopsiematerial eines gesunden Probanden stammt. Die HSF-1-Zellen wurden von Dr. H. 
Dittmann zur Verfügung gestellt. Kultiviert wurden die Zellen in Minimum Essential Medium 
(MEM) versetzt mit 10 % fötalem Kälberserum (FCS), 1 % Non Essential Amino Acids 
(NEAA), 0,1 mg/ml Streptomycin und 100 Units/ml Penicillin. 
- MRC-5 (Medical Research Council-5) 
MRC-5 ist eine primäre Zelllinie von embryonalen menschlichen Lungenfibroblasten, die von 
einem 14 Wochen alten männlichen Fötus stammen. MRC-5-Zellen wurden 1966 von J. P. 
Jacobs hergestellt und entwickelt (J.P. Jacobs et al., 1970). Sie wurden von der ECACC 
(Nummer 84101801) und der ATCC (Nummer CCL-171) bezogen. Kultiviert wurden die 
Zellen in MEM versetzt mit 10 % FCS, 1 % NEAA, 0,1 mg/ml Streptomycin und 100 
Units/ml Penicillin. 
- CJ179 
CJ179 ist eine primäre Zelllinie von menschlichen Fibroblasten eines Patienten mit einem 
Defekt im Artemis-Gen. CJ179-Zellen wurden von Prof. Dr. P. Jeggo zur Verfügung gestellt. 
Kultiviert wurden die Zellen in MEM versetzt mit 20 % FCS, 1 % NEAA, 0,1 mg/ml 
Streptomycin und 100 Units/ml Penicillin. 
- F01-240 
F01-240 ist eine primäre Zelllinie von menschlichen Hautfibroblasten, die von einem Patient 
mit einem Defekt im Artemis-Gen stammen. F01-240-Zellen wurden von Prof. Dr. P. Jeggo 
zur Verfügung gestellt. Kultiviert wurden die Zellen in MEM versetzt mit 20 % FCS, 1 % 
NEAA, 0,1 mg/ml (w/v) Streptomycin und 100 Units/ml Penicillin.  
- AT1Br 
AT1Br ist eine primäre Zelllinie von menschlichen Fibroblasten, die von einem Patient mit 
einem Defekt im ATM-Gen stammen. Dieser Patient litt unter der Erbkrankheit Ataxia-
Telangiectasia. AT1Br-Zellen wurden von der ECACC bezogen (Nummer BM0020) und von 
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Prpf. Dr. P. Jeggo zur Verfügung gestellt. Kultiviert wurden die Zellen in HAM’s F10-
Medium versetzt mit 15 % FCS, 0,1 mg/ml Streptomycin und 100 Units/ml Penicillin. 
- AT7Bi 
AT7Bi ist eine primäre Zelllinie von menschlichen Fibroblasten, die von einem Patient mit 
einem ATM-Gendefekt stammen. AT7Bi-Zellen wurden von Prof. Dr. P. Jeggo zur 
Verfügung gestellt. Kultiviert wurden die Zellen in HAM’s F10-Medium versetzt mit 15 % 
FCS, 0,1 mg/ml Streptomycin und 100 Units/ml Penicillin. 
- 180Br 
180Br ist eine primäre Zelllinie von menschlichen Hautfibroblasten und stammt aus einem 
akuten Leukämiepatienten, der nach einer strahlentherapeutischen Behandlung eine starke 
Überreaktion zeigte und verstarb (Badie et al., 1997). 180Br-Zellen tragen einen Defekt im 
Lig4-Gen (Riballo et al., 2001). Bezogen wurden 180Br-Zellen von der ECAAC (Nummer 
90011862) und wurden von Prof. Dr. P. Jeggo zur Verfügung gestellt. Kultiviert wurden die 
Zellen in MEM versetzt mit 20 % FCS, 1 % NEAA, 0,1 mg/ml (w/v) Streptomycin und 100 
Units/ml Penicillin.  
- P2 bzw. 2BN 
2BN ist eine primäre Zelllinie von menschlichen Zellen und stammen aus einem Patient mit 
einem Defekt im XLF-Gen (XRCC4-like Factor). Dieser Patient charakterisierte sich durch 
eine starke Strahlenempfindlichkeit und einen Immundefekt (Ahnesorg et al., 2006). 2BN- 
Zellen wurden von Prof. Dr. P. Jeggo zur Verfügung gestellt. Kultiviert wurden die Zellen in 
MEM versetzt mit 20 % FCS, 1 % NEAA, 0,1 mg/ml Streptomycin und 100 Units/ml 
Penicillin. 
3.1.6.2. Immortalisierte Zelllinien 
- 82-6 hTert 
82-6 hTert ist eine primäre Zelllinie von menschlichen Fibroblasten eines gesunden 
Probanden, die mit einem hTert-exprimierenden (human telomerase reverse transcriptase) 
Retrovirus transfiziert wurde (Kim et al., 1999). Dadurch wurde die 82-6 hTert-Zelllinie 
immortalisiert. hTert ist die katalytische Untereinheit der menschlichen Telomerase, die eine 
Verkürzung der Telomere und somit den Alterungsprozess der Zellen verzögert. 82-6 hTert-
Zellen wurden von Prof. Dr. P. Jeggo zur Verfügung gestellt. Die Kultivierung erfolgte in 
MEM versetzt mit 20 % FCS, 1 % NEAA, 0,1 mg/ml Streptomycin und 100 Units/ml 
Penicillin. 
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- P2- bzw. 2BN-hTert 
2BN hTert ist eine primäre Zelllinie von menschlichen Fibroblasten, die durch 
Transformation mit der katalytischen Untereinheit hTert des Telomerase-Gens immortalisiert 
wurden. 2BN hTert-Zellen tragen einen Defekt im XLF-Gen und wurden von Dr. P. Jeggo zur 
Verfügung gestellt. Kultiviert wurden die Zellen in MEM versetzt mit 20 % FCS, 1 % NEAA, 
0,1 mg/ml (w/v) Streptomycin und 100 Units/ml Penicillin. 
3.1.6.3. Murine embryonale Fibroblasten (MEFs) 
Primäre MEFs werden aus E14-17 Mäuseembryos isoliert (Todaro et al., 1963). Diese Zellen 
sind wachstumsbegrenzt. Die Immortalisierung der Zellen wird üblicherweise mit Hilfe des 
3T3-Protokolls durchgeführt. Dabei werden die Zellen jeden 3. Tag auf 3x105 Zellen 
gesplittet. Nach etwa 30 solcher Passagen sind die Zellen immortalisiert, so dass sie 
unbegrenzt wachsen und die Kontaktinhibition verlieren (Todaro et al., 1963). Dies führt zu 
der Transformation der primären MEFs und zur Etablierung einer neuen Zelllinie. In dieser 
Arbeit wurden transformierte knockout MEF-Zelllinien verwendet, die eine vollständige 
Deletion für ein bestimmtes Reparaturprotein aufweisen. Kultiviert wurden die MEFs in 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) versetzt mit 10 % FCS, 1 % NEAA, 0,1 mg/ml 
Streptomycin und 100 Units/ml Penicillin. 
 
Tab. 3.1. Verwendete MEF-Zelllinien  
Zelllinie Beschreibung Bezugsquelle 
Kontrolle MEF (H2AX WT) Immortalisierte MEF, WT zu 
MEF H2AX -/- 
Prof. Dr. P. Jeggo 
Kontrolle MEF (WT 22) Immortalisierte MEF, WT zu 
MEF DNA-PKcs -/- 
Prof. Dr. P. Jeggo 
MEF AT -/- Immortalisierte MEF, trägt 
eine Mutation im ATM-Gen 
Prof. Dr. P. Jeggo 
MEF Artemis -/- Immortalisierte MEF, trägt 
eine Mutation im Artemis- 
Gen 
Prof. Dr. P. Jeggo 
MEF Ku80 -/- Immortalisierte MEF, trägt 
eine Mutation im Ku80-Gen 
Prof. Dr. P. Jeggo 
MEF Ligase4 -/- p53 -/- * Immortalisierte MEF, trägt 
eine Mutation im Ligase4-
Gen 
Prof. Dr. P. Jeggo 
MEF DNA-PKcs -/- Immortalisierte MEF, trägt 
eine Mutation im Gen für die 
katalytische Untereinheit der 
DNA-PK 
Prof. Dr. P. Jeggo 
 
MEF RAD54 -/- Immortalisierte MEF, trägt 
eine Mutation im RAD54- 
R. Kanaar 




MEF XRCC2 -/- Immortalisierte MEF, trägt 
eine Mutation im XRCC2- 
Gen 
J. Thacker 
MEF 53BP1 -/- Immortalisierte MEF, trägt 
eine Mutation im 53BP1-Gen 
Prof. Dr. P. Jeggo 
MEF MDC-1 -/- Immortalisierte MEF, trägt 
eine Mutation im MDC-1- 
Gen 
M. Pendita 
MEF Lig4 -/- p53 -/- * 
RAD54 -/- 
Immortalisierte MEF, trägt 
eine Mutation im Ligase4- 
und RAD54-Gen 
Prof. Dr. G. Iliakis 
* Ligase4 ist ein wichtiges Protein, dessen Mutation für den Organismus letal wirkt. Deswegen musste bei der 
MEF Ligase -/- Zelllinie zusätzlich das Tumorsuppressorgen p53 ausgeschaltet werden, um das Wachstum der 
Zellen zu ermöglichen. 
3.1.6.4. HeLa 
Die HeLa-Zelllinie ist eine etablierte Zelllinie, d.h. sie ist in ihrer Lebensdauer nicht begrenzt. 
Die HeLa-Zelllinie wurde 1952 als erste Zelllinie etabliert und aus einem 
Gebärmutterhalstumor einer Patientin namens Henrietta Lacks isoliert. Kultiviert wurden 
HeLa-Zellen in DMEM versetzt mit 10 % FCS, 1 % NEAA, 0,1 mg/ml Streptomycin und 100 
Units/ml Penicillin.  
 
3.2. Methoden 
3.2.1. Kultivierung von Zellen 
Medien und Lösungen wurden vor der Subkultivierung auf 37 °C vorgewärmt. Zur 
Subkultivierung der Zellen wurden konfluent gewachsene Zelle zuerst mit PBS gespült, um 
Mediumreste zu entfernen. Anschließend wurde Trypsin zugegeben und bei 37 °C inkubiert, 
bis die Zellen von Flaschenböden gelöst waren. Diese wurden in Nährmedium aufgenommen 
und entsprechend 1/2 bis 1/20 je nach Zelllinie auf neue Flaschen verteilt und mit frischem 
Medium versetzt. Die Zellen wurden in wassergesättigter Atmosphäre bei 5 % CO2 und 37 
°C kultiviert. Die Zellen wurden für die Experimente hinsichtlich ihrer Dichte so ausplattiert, 
dass sie sich am Tag des Experiments noch in der exponentiellen Wachstumsphase befanden. 
Routinemäßig wurden die Zellen einmal bis zweimal pro Woche passagiert. Die Zellen 
wurden nach maximal 30 Passagen verworfen, weil sich das Problem der karyotypischen 
Degenerierung von Passage zu Passage verschärfte. 
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3.2.1.1. Behandlung der Zellen mit Inhibitoren 
Die Zellen wurden 1 h vor der Bestrahlung und für die gesamte Dauer des Versuchs mit 20 
µM bzw. 10 µM eines spezifischen ATM bzw. DNA-PKcs Inhibitors bei 37 °C behandelt 
(Hickson et al., 2004). Danach wurden die Zellen fixiert und angefärbt. 
3.2.1.2. Zählen von Zellen 
Im Allgemeinen wurden die Zellen während der Routine-Kultivierung nicht gezählt, wohl 
aber im Laufe einiger Experimente. Die Bestimmung von Zelltitern erfolgte mit Hilfe einer 
Neubauer-Zählkammer.   
3.2.1.3. Einfrieren von Zellen 
Konfluent bewachsene Zellkulturflaschen wurden trypsiniert, d.h. mit PBS einmal gewaschen 
und anschließend mit einer Menge Trypsinlösung behandelt, die gerade ausreichte, um den 
Flaschenboden zu bedecken. Sobald sich die Zellen vom Boden ablösten, wurde die Reaktion 
durch Zugabe eines mehrfachen Volumens Kulturmedium gestoppt und die Zellsuspension 
bei 1500 rpm/10 min/4 °C zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in kaltem 
Gefriermedium aufgenommen und in Kryoröhrchen auf Eis überführt. Die Röhrchen wurden 
anschließend in einer vorgekühlten Styroporbox in einem -80 °C- Gefrierschrank gestellt, am 
Folgetag in Flüssigstickstoff überführt und bis zum weiteren Gebrauch gelagert. 
3.2.1.4. Auftauen und Expansion von Zellen 
Das Auftauen von Kryo-konservierten Zellen erfolgte bei 37 °C im Wasserbad. Die 
Zellsuspension wurde danach in warmes Zellkulturmedium überführt und zentrifugiert, um 
die Zellen zu pelletieren und das DMSO-haltige Gefriermedium zu entfernen. Die Zellen 
wurden anschließend in vorgewärmtem Zellkulturmedium aufgenommen und ausplattiert. 
Sobald die Kulturflasche erneut konfluent bewachsen war, wurde sie zur weiteren Expansion 
wieder in entsprechendem Verhältnis (1/2 bis 1/20 je nach Zelllinie) auf neue Flaschen 
verteilt. 
3.2.2. Röntgenbestrahlung 
Die Bestrahlung wurde mit einem Röntgengerät vom Typ MCN165/796704 der Firma 
Phillips durchgeführt. Die Röhrenspannung betrug 90 kV und der Kathodenstrom 19 mA. Das 
Röntgengerät verfügte über eine Wolframanode und ein Beryllium-Austrittsfenster. Die 
Strahlung wurde mit einem 2 mm dicken Aluminium-Filter gefiltert. Dieser diente zusätzlich 
als Trägerplatte für die Probe. Die Entfernung zwischen dem Boden des Röntgengeräts und 
der Probe betrug 30 cm. Die Dosisleistung betrug 1,96 Gy/min. Die Dosisleistungen wurden 
durch Fricke-Dosimetrie und eine PTW-Weichstrahlkammer regelmäßig kontrolliert. Die 
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Zellbestrahlung erfolgte sowohl auf Glas-Deckgläschen (für die Immunfluoreszenzstudien) 
als auch auf Zellkulturflaschen (für die Durchflußzytometrieanalyse). Es konnte gezeigt 
werden, dass Zellen, die auf Glas-Deckgläschen bestrahlt wurden, fast doppelt so viele 
γH2AX-Foci aufweisen wie mit gleicher Dosis auf Plastik bestrahlte Zellen (Kegel et al., 
2007). Diese Tatsache lässt sich durch die im Glas zusätzlich erzeugten Sekundärelektronen 
erklären. Dieser Gewichtungsfaktor wurde bei allen Dosisangaben in dieser Arbeit 
berücksichtigt. Bei allen Versuchen wurden die Zellen nach der Bestrahlung zusätzlich mit 
Aphidicolin, einem DNA-Polymerase Inhibitor, behandelt. 
3.2.3. siRNA (small interference RNA)-Analyse 
Um die Expression bestimmter Reparaturproteine transient unterdrücken zu können, wurden 
spezifische Oligonukleotide synthetisiert und in die Zellen transfiziert. Diese Oligonukleotide 
sind kleine doppelsträngige RNA-Molekülen, die meist aus 21 Nukleotide bestehen, wobei an 
deren 3′-Enden symmetrische Überhänge von zwei Nukleotide enthalten sind. Die 
Phoshorylierung der 5′-Enden führt zu deren Aufnahme in den RNA-Induced Silencing 
Complex (RISC) (Hammond et al, 2000). Die Bindung der siRNA wird über RISC vermittelt. 
Dabei bestimmt die relative Stabilität der Enden des siRNA-Duplex, welcher Strang an die 
mRNA bindet (Leuschner et al, 2006; Rand et al, 2005). Der gebundene guide- Strang 
programmiert RISC spezifisch mit einer RNA zu interagieren, die eine komplementäre 
Sequenz aufweist. Das entsprechende Molekül wird gebunden und die mRNA wird nach dem 
10. gebundenen Nukleotid des 5′-Endes des Leitstranges der siRNA gespalten (Yuan et al, 
2006). Die beschädigte Ziel-mRNA wird anschließend durch zelluläre Nukleasen abgebaut 
(Tomari und Zamore, 2005). Die Transfektion wurde nach Angaben des Herstellers (RNAi 
Kit von Qiagen) durchgeführt, um die Expression der ATM-, Artemis-, Ku80-, Rad51- und 
Ligase4-Proteine zu inhibieren. Der optimale Zeitpunkt der maximalen Proteininhibition 
wurde für jedes Protein durch Westernblot Analyse bestimmt (durchgeführt von Olivia Barton 
im Rahmen ihrer Dissertation). Dafür wurden 3,6 µl (10 nM) der Oligonukleotidlösung in 300 
µl DMEM aufgenommen und mit 36 µl High Perfect Reagenz vermischt. Die gesamte 
Mischung wurde für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 5x105 Zellen wurden auf 35 mm2 
Zellkulturschale, die Deckgläschen enthielten, am Tag der Transfektion ausgesät. Der RNA-
Komplex bestehend aus der Oligonukleotidlösung und dem Hi Perfect-Reagenz wurde 
tropfenweise und unter Schwenken der Zellkulturschale den Zellen zugegeben. Die Zellen 
wurden weiter bei 37 °C kultiviert. Zwei Tage bzw. drei Tage nach der Transfektion wurden 
die Zellen bestrahlt und bei 37 °C entsprechend der Experimentendauer inkubiert, fixiert und 
angefärbt. Die Präparate wurden wie in Abschnitt 3.2.5. beschrieben ausgewertet.  




3.2.4.1. Markierung der Zellen mit BrdU 
Die Zellen wurden für 1 h (bei primären Fibroblasten) bzw. 30 min (bei MEFs) mit 10 nM 
BrdU pulsmarkiert. Danach wurde zweimal mit PBS gewaschen, um das BrdU vollständig zu 
entfernen. Die Zellen wurden mit frischem Medium versetzt und bei 37 °C weiter inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen in Zellkulturflaschen (für die Durchflußzytometrie) bzw. in 
Zellkulturschalen, in denen sich Deckgläschen befanden, bestrahlt. Nach der Bestrahlung 
wurden die Zellen für die gesamte Dauer des Experiments bei 37 °C inkubiert. Danach 
wurden die Zellen fixiert und angefärbt. Bei einigen Experimenten wurden die Zellen über die 
gesamte Dauer mit BrdU markiert (siehe Ergebnisteil).  
3.2.4.2. Fixierung und Permeabilisierung der Zellen   
3.2.4.2.1. Mit Methanol/Aceton 
Die auf Deckgläschen gewachsenen Zellen wurden nach dem Entfernen des 
Zellkulturmediums für mindestens 30 min bei -20 °C in Methanol fixiert. Anschließend 
wurden die Deckgläschen für 1 min in einem Acetonbad bei -20 °C permeabilisiert. Die 
Deckgläschen wurden dreimal mit PBS/1 %FCS gewaschen und konnten direkt angefärbt 
werden. Alternativ wurden die Deckgläschen auch über Nacht in PBS/1 % FCS bei 4 °C bis 
zur anschließenden Färbung gelagert. Die Fixierung von MEF-Zelllinien erfolgte in dieser 
Arbeit hauptsächlich mit Methanol/Aceton. 
3.2.4.2.2. Mit Formaldehyd/Triton 
Die Deckgläschen wurden mit 2 % Formaldehyd in PBS bei Raumtemperatur für 15 min 
fixiert und dreimal mit PBS unter Schwenken gewaschen. Danach wurden die Deckgläschen 
mit 0,25 % Triton X-100 in PBS/1 % FCS für 10 min auf Eis permeabilisiert. Anschließend 
wurden die Deckgläschen dreimal mit PBS/1 % FCS gewaschen und bei 4 °C bis zur 
anschließenden Färbung gelagert. Diese Fixierung wurde für primäre Zelllinien und die 
HeLa- Zellen eingesetzt. 
3.2.4.3. Immunfluoreszenzfärbung von Zellen 
3.2.4.3.1. CENP-F/γH2AX-Doppelfärbung 
Die fixierten Deckgläschen wurden in einer feuchten Kammer auf Parafilm mit der Zellseite 
nach oben gelegt. Die beiden primären Antikörper (rabbit anti-CENP-F und mouse anti-
γH2AX) wurden 1:200 in PBS/1 % FCS verdünnt und je 40 µl auf die Deckgläschen 
pipettiert. Die Inkubation erfolgte für 1 h bei RT. Danach wurden die Deckgläschen dreimal 
für 10 min mit PBS/1 % FCS gewaschen. Die Deckgläschen wurden mit je 40 µl der 1:500 
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verdünnten sekundären Antikörperlösung (goat anti-rabbit 594 und goat anti-mouse 488) für 
1 h bei RT lichtgeschützt inkubiert. Anschließend wurde in der Dunkelheit viermal mit PBS 
gewaschen. Die Deckgläschen wurden mit je 80 µl einer 0,2 µg/ml konzentrierten DAPI- 
Lösung für 5 min überschichtet. Danach wurden die Deckgläschen einmal für 10 min mit PBS 
gewaschen. Anschließend wurden je 3 µl Mounting Medium auf den Objektträger getropft, 
die Deckgläschen darauf gelegt und mit Nagellack versiegelt. Die Objektträger konnten bei 
4 °C über mehrere Tage gelagert werden.  
3.2.4.3.2. BrdU/CENP-F/γH2AX-Dreifachfärbung 
Die Färbung verlief wie in Abschnitt 3.2.4.3.2. beschrieben. Die erste primäre 
Antikörperlösung bestand aus mouse anti-γH2AX und rabbit anti-CENP-F, die 1:200 in 
PBS/1 %FCS verdünnt wurden. Als zweite primäre Antikörperlösung wurde sheep anti-BrdU 
bei einer Verdünnung von 1:200 verwendet. Die sekundäre Antikörperlösung setzte sich aus 
goat anti-mouse 488, goat anti-rabbit 546 und donkey anti-sheep 594 in einer Verdünnung 
von jeweils 1:500 in PBS/1 % FCS zusammen. 
3.2.4.3.3. phosphoATM/CENP-F-Doppelfärbung 
Die fixierten Zellen wurden wie in Abschnitt 3.2.4.3.1. beschrieben angefärbt. Die primäre 
Antikörperlösung bestand aus einer Mischung von mouse anti-pATM und rabbit anti-CENP-
F, die 1:200 in PBS/1 % FCS verdünnt wurden. Als sekundäre Antikörper wurden goat anti-
mouse 488 und goat anti-rabbit 594 in einer Verdünnung von 1:500 in PBS/1 % FCS 
eingesetzt. 
3.2.4.3.4. phosphoATM/γH2AX-Doppelfärbung 
Die fixierten Zellen wurden wie in Abschnitt 3.2.4.3.1. beschrieben angefärbt. Die primäre 
Antikörperlösung bestand aus einer Mischung von mouse anti-pATM und rabbit anti-γH2AX, 
die 1:200 in PBS/1 % FCS verdünnt wurden. Als sekundäre Antikörper wurden goat anti-
mouse 488 und goat anti-rabbit 594 in einer Verdünnung von 1:500 in PBS/1 % FCS 
eingesetzt. 
3.2.4.3.5. PhosphoH3/γH2AX-Doppelfärbung 
Diese Färbung wurde hauptsächlich bei MEFs-Zellen durchgeführt. Die mit Methanol/Aceton 
fixierten Zellen wurden analog zu Abschnitt 3.2.4.3.1. beschrieben, angefärbt. Allerdings 
wurden vor dem Einsatz der primären Antikörper (mouse anti-γH2AX und rabbit anti-
phospho H3) die Deckgläschen für 30 min mit 10 % FCS in PBS bei RT überschichtet. Dieser 
zusätzliche Blockierungsschritt bei MEFs-Zellen diente der Reduzierung der starken 
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Hintergrundfärbung. Als sekundäre Antikörper wurden goat anti-mouse 488 und goat anti-
rabbit 594 in einer Verdünnung von 1:500 in PBS/1 % FCS eingesetzt. 
 
Tab. 3.2. Zusammenfassung der Antikörperlösungen 
Färbungsart Primäre Antikörper Sekundäre Antikörper 
Doppelfärbung mouse anti-γH2AX 1:200  
und 
rabbit anti-CENP-F 1:200  
goat anti-mouse 488 1:500 
und 
goat anti-rabbit 594 1:500 
Doppelfärbung mouse anti-ATM 1:200  
und 
rabbit anti-CENP-F 1:200 
goat anti-mouse 488 1:500 
und 
goat anti-rabbit 594 1:500 
Doppelfärbung mouse anti-ATM 1:200  
und 
rabbit anti-γH2AX  1:200  
goat anti-mouse 488 1:500 
und 
goat anti-rabbit 594 1:500 
Doppelfärbung mouse anti-γH2AX 1:200  
und 
rabbit anti-phosphoH3 1:100  
goat anti-mouse 488 1:500 
und 
goat anti-rabbit 594 1:500 
Dreifachfärbung mouse anti-γH2AX 1:200  
und 
rabbit anti-CENP-F 1:200 
und 
sheep anti-BrdU 1:200  
goat anti-mouse 488 1:500 
und 
goat anti-rabbit 546 1:500 
und 
donkey anti-sheep 594 1:500 
3.2.5. Auswertung der γH2AX- und ATM-Foci 
Die Objektträger wurden am Fluoreszenz-Mikroskop ausgewertet. Dabei wurde die Anzahl 
der Foci pro Zellkern quantifiziert. In der Regel wurden mindestens 40 Zellkerne ausgewertet. 
Die Charakterisierung von MEFs erforderte aufgrund der häufig sehr unterschiedlichen Größe 
der Zellkerne die Analyse einer deutlich größeren Anzahl an Zellkernen. Die 
durchschnittliche Focizahl wurde dann aus den gesamten ausgewerteten Zellkernen errechnet. 
Es wurden sowohl G1- als auch G2-Zellen ausgewertet. CENP-F in humanen Zellen (Liao, H 
et al, 1995; Rattner, J.B et al, 1993) und phosphoH3 in murinen Zellen (Hendzel, M.J et al, 
1997) dienten als G2-Marker 
3.2.6. Durchflußzytometrie 
Die Zellen wurden in 25 cm2-Zellkulturflaschen so passagiert, dass sie sich am Tag des 
Experiments in der exponentiellen Wachstumsphase befanden. Vor der Bestrahlung wurden 
die exponentiell wachsenden Zellen (ungefähr 250000 Zellen) für 30 min bzw. 1 h je nach 
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Zelltyp mit 10 µM BrdU markiert. Danach wurden die Zellen abtrypsiniert und in die FACS-
Röhrchen (BD-Falcon, 5 ml) überführt. Die Zellen wurden mit 300xg für 10 min bei 4 °C 
pelletiert und das Pellet wurde anschließend mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen 
nochmals bei 300xg für 10 min bei 4 °C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde durch 
tröpfchenweise Zugabe von 70 % eiskaltem Ethanol am Vortex fixiert und anschließend bei -
20 °C gelagert. Am Tag der Analyse wurden die Zellen mit 300xg für 10 min abzentrifugiert, 
mit PBS gewaschen und nochmals für 10 min bei 300xg abzentrifugiert. Danach wurden die 
Zellen mit 1 ml 2 M Salzsäure für 20 min behandelt und wieder für 10 min bei 300xg 
sedimentiert. Die Zellen wurden mit PBS/1 % FCS für 10 min bei 300xg gewaschen und das 
Zellpellet in 500 µl 0,1 M Natrium-Tetraborat für 2 min bei RT resuspendiert. Die Zellen 
wurden bei 300xg 10 min abzentrifugiert und das Pellet wurde mit 20 µl einer anti-BrdU-
FITC gekoppelten Antikörperlösung für 30 min in der Dunkelheit bei RT aufgenommen. Die 
Zellen wurden in PBS/1 % FCS resuspendiert und für 10 min mit 300xg bei 4 °C 
abzentrifugiert. Die gefärbten Zellen wurden mit 500 µl einer Propidiumiodid-Lösung für 
mindestens 30 min versetzt. Anschließend wurden die Zellen im FACScan analysiert. Es 
wurden dabei mindestens 10000 Ereignisse je Probe aufgenommen. Die Fluoreszenzemission 
wurde mit einem Laser bei 488 nm angeregt und die Propidiumiodid-Lösung bzw. 
Grünfluoreszenz bei FITC-konjugiertem Antikörper bestimmt. Die Datenaufnahme und -
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4. Ergebnisse  
 
In der vorliegenden Arbeit sollte die Reparatur von DNA-DSBs sowohl in der G1- als auch 
G2-Phase des Zellzyklus untersucht werden. Dabei sollte die Reparaturgeschwindigkeit in 
beiden Zellzyklusphasen verglichen werden. Durch die Charakterisierung von Zellen mit 
Mutationen in bestimmten Reparaturproteinen sollte der Beitrag dieser Proteine zur DSB-
Reparatur untersucht werden. Als Vergleich dienten WT-Zelllinien, die reparaturprofizient 
sind. 
In der Literatur werden bestimmte Proteine dem NHEJ bzw. der HR zugeordnet. In der G1-
Phase ist hauptsächlich das NHEJ aktiv, wohingegen in der G2-Phase die HR als alternativer 
Reparaturweg zur Verfügung steht. Um den Anteil der verfügbaren Reparaturwege an der 
DSB-Reparatur in G2 zu untersuchen, wurden Zelllinien mit Defizienzen in wichtigen 
Komponenten der HR bzw. des NHEJ verwendet. Dafür wurden die Experimente in 
asynchron wachsenden Zellen durchgeführt und G1- und G2-Phase-Zellen ausgewertet. 
Allerdings sind die Zellen in den jeweiligen Zellzyklusphasen nicht dauerhaft arretiert, wie es 
bei konfluenten Zellen der Fall ist, sondern durchlaufen ständig den Zellzyklus. 
Zur zellzyklusphasen-spezifischen Untersuchung der DSB-Reparatur können die Zellen durch 
Synchronisation in der jeweiligen Zellzyklusphase angereichert werden. Eine Synchronisation 
kann durch chemische Methoden oder durch FACS-Sortierung erzielt werden. Um Zellen 
vorwiegend in der G1/G0-Phase anzureichern, kann eine Synchronisation durch Serumentzug 
oder Isoleucinmangel angewendet werden (Lindl, 2002). Durch Zugabe von Aphidicolin ins 
Zellkulturmedium wird die DNA-Synthese blockiert und eine Anreicherung der Zellen in der 
S-Phase erreicht. Durch Überführung von Zellen in ein Nocodazol-haltiges Zellkulturmedium 
werden sie aufgrund der Hemmung der Mikrotubuli-Dynamik am G2/M-Übergang arretiert. 
Die FACS-Sortierung ist eine sehr elegante Methode, die die Isolierung von Zellen in einer 
Zellzyklusphase ermöglicht, ohne dass diese einer Chemikalieneinwirkung ausgesetzt sind. 
Die Zellen können aus einer exponentiellen Kultur heraussortiert werden. So können Zellen 
zu etwa 85 % in der S-Phase angereichert werden (Doyle et al., 1998). Allerdings sind diese 
Methoden sehr zeitaufwendig und die Ausbeute ist meist gering, sodass sehr viel Zellmaterial 
eingesetzt werden muss. Wichtiger für die in dieser Arbeit untersuchte Fragestellung ist 
jedoch, dass bereits durch die Synchronisation (chemische Synchronisation) DNA-Schäden 
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entstehen könnten (Sonoda, 2006; Kurose et al., 2006). Aus diesem Grund wurden die Zellen 
im Folgenden nicht synchronisiert. Um dennoch eine zellzyklusphasenspezifische 
Auswertung zu ermöglichen, wurden stattdessen Zellzyklusmarker angewendet, die die 
Unterscheidung von G1-, S- und G2-Zellen erlauben. So kann die Auswertung der DSB-
Reparatur in diesen Zellzyklusphasen simultan durchgeführt werden. 
4.1. Identifizierung von Zellzyklusphasen in einer asynchron wachsenden 
Zellpopulation 
4.1.1. Anwendung von CENP-F als Zellzyklusmarker-Protein 
Um in asynchron wachsenden humanen Zellen die Zellzyklusphasen voneinander zu 
unterscheiden, wurden in den humanen Zellen neben γH2AX auch CENP-F (Zentromer 
Protein-F) angefärbt. CENP-F lokalisiert am Zentromer und ist an der Bildung von 
Mikrotubuli beteiligt. Die Expression von CENP-F ist transient und zellzyklusabhängig. Sie 
beginnt in der späten S-Phase, ist in der G2-Phase am stärksten, wo es homogen im Zellkern 
verteilt vorliegt, und findet sich in der Mitose am Ansatzpunkt des Spindelapparats an den 
Zentrosomen (Liao et al., 1995; Kao et al., 2001). G1-Zellen zeigen demnach eine negative 
CENP-F-Färbung, während in S- und G2-Zellen ein pannukleäres CENP-F-Signal vorliegt. 
Dieses ist in G2-Zellen deutlich intensiver als in S-Zellen. Die Unterscheidung von S-Zellen 
erfolgte zudem über ein starkes, flächiges γH2AX-Signal, welches auf den Zusatz des 
Polymeraseinhibitors Aphidicolin zurückzuführen ist. Aphidicolin wirkt als Hemmer der 
Replikation und verursacht in der S-Phase zahlreiche Strangbrüche, die die Phosphorylierung 
des Histons H2AX hervorrufen. M-Zellen weisen eine punktförmige CENP-F-Färbung auf, 
welche die zentromere Region der Chromosomen widerspiegelt. 
Zur Dokumentation der Identifikationskriterien verschiedener Zellzyklusphasen, wurden 
immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von menschlichen WT-Zellen gemacht. Dafür 
wurden exponentiell auf Deckgläschen wachsende Zellen mit 2 Gy IR bestrahlt und bei 37° C 
inkubiert. 6 h nach Bestrahlung wurden die Zellen fixiert und mit γH2AX- und CENP-F-
spezifischen Antikörpern angefärbt. Zudem wurde die DNA mit dem interkalierenden 
Farbstoff DAPI gegengefärbt (Abb. 4.1.). 
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und G2-Zellen, was sich auf den intermediären DNA-Gehalt einer S-Zelle zurückführen lässt 
(Abb. 4.1. oben links). 
G1- und G2-Zellen weisen in der γH2AX-Färbung punktförmige γH2AX-Foci auf, wobei G2-
Zellen deutlich mehr Foci als G1-Zellen haben, da aufgrund des doppelten DNA-Gehalts in 
einer G2-Zelle mehr Brüche verursacht werden. Die Zahl der γH2AX-Foci in S-Zellen lässt 
sich aufgrund des sehr starken grünen Hintergrunds, der durch Zugabe von Aphidicolin 
verursacht wird, nicht erfassen. Allerdings erlaubt dieses starke γH2AX-Signal die eindeutige 
Unterscheidung zwischen S- und G2-Zellen, die beide ein pannukleäres CENP-F-Signal 
aufweisen (Abb. 4.1. oben rechts). 
Mit Hilfe dieser Kriterien kann die Zellzyklusphase einer Zelle eindeutig identifiziert werden. 
Somit ist die Untersuchung des Reparaturvermögens einer Zellpopulation in einer 
gewünschten Zellzyklusphase möglich. Allerdings ist die Anwendung von CENP-F als G2-
Marker in murinen Zellen nicht möglich, da es keinen murinen anti-CENP-F-Antikörper zur 
Verfügung in unserem Labor stand, deswegen wurde ein anderer Marker zur Identifizierung 
der Zellzyklusphasen angewendet. 
4.1.2. Nachweis von phosphoH3 als Zellzyklusmarker 
Zur Unterscheidung der G1- und der G2-Phase wurde in MEFs (murine embryonale 
Fibroblasten) eine phosphoH3-Färbung durchgeführt. Histon H3 kann an Serin10 
phosphoryliert werden, und diese Phosphorylierung ist vermutlich für die 
Chromosomenkondensation während der Zellteilung von Bedeutung (Hendzel et al., 1997; 
Goto et al., 1999). Die Phosphorylierung an Serin10 beginnt während der späten G2-Phase in 
der perizentrischen Region des Heterochromatins und breitet sich bis zur Prophase über die 
gesamte Länge des Chromosoms aus (Hendzel et al., 1997). Am stärksten ist die 
Phosphorylierung während der Prometaphase/Anaphase, wenn die Chromosomen vollständig 
kondensiert sind, was bis zur Anaphase andauert. Danach verschwindet sie wieder (Hendzel 
et al., 1997; Van Hooser et al., 1998). Die Phosphorylierung an Serin10 des Histons H3 kann 
durch einen spezifischen Antikörper detektiert werden. Die Immunfluoreszenzfärbung weist 
ein zellzyklusphasenspezifisches Färbungsmuster auf, das die Erkennung der G2-Zellen 
ermöglicht (Hendzel et al., 1997). Die Zellkerne von phosphoH3-positiven G2-Zellen zeigen 
ein punktförmiges Muster, das auf kondensiertes Chromatin zurückzuführen ist. G1-Zellen 
dagegen weisen ein negatives phosphoH3-Signal auf (Abb. 4.2.). 
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G1-Zellen zeigen kein positives phosphoH3-Signal, da in der G1-Phase keine 
Chromosomenkondensation stattfindet und H3 somit nicht phosphoryliert wird. G2-Zellen 
dagegen weisen in der phosphoH3-Färbung punktförmige Bereiche auf, die auf die 
Phosphorylierung von H3 während der Kondensation der DNA in Vorbereitung auf die 
Mitose zurückzuführen sind. S-Zellen weisen wie G1-Zellen auch ein negatives PhosphoH3-
Signal auf, da die Chromatinkondensation erst in der späten G2-Phase beginnt. Allerdings 
zeigen S-Zellen im Vergleich zu G1-Zellen eine etwas stärkere flächige Färbung der 
Zellkerne (Abb. 4.2. zweite Spalte rechts). 
Die Verwendung von Aphidicolin und von CENP-F- bzw. phosphoH3-spezifischen 
Antikörpern erlaubt die Unterscheidung von G1-, S- und G2-Zellen bei menschlichen und 
murinen Zellen in der Immunfluoreszenzmikroskopie. Somit kann die Quantifizierung der 
Doppelstrangbrüche (DSBs) in diesen Zellzyklusphasen durchgeführt werden.  
Aphidicolin kann als Replikationshemmer replikationsbedingte Doppelstrangbrüche (DSBs) 
verursachen, die eine γH2AX-Phosphorylierung hervorrufen. Dies ist für S-Zellen aufgrund 
der starken γH2AX-Hintergrundfärbung bekannt (Abb. 4.1. und 4.2.). Allerdings kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass Aphidicolin in der G1- und G2-Phase eventuell auch Foci 
verursacht. Falls dies der Fall sein sollte, wird die Auswertung der strahleninduzierten DSBs 
in G1- und G2-Zellen durch Verwendung von Aphidicolin beeinträchtigt. Deswegen soll 
zuerst der Einfluss von Aphidicolin auf die DSB-Reparatur in diesen Zellzyklusphasen 
ausgeschlossen werden, um eine Verfälschung der Ergebnisse zu vermeiden.  
 
4.2. Untersuchung des Einflusses von Aphidicolin auf den Zellzyklus und 
auf die Reparatur strahleninduzierter DSBs 
Zur Überprüfung eines möglichen Einflusses von Aphidicolin auf die Zellzyklusprogression 
und die DSB-Reparatur wurden Experimente mit reparaturprofizienten WT-Zellen, in An- 
und Abwesenheit von Aphidicolin durchgeführt. Die Ergebnisse sollen bei der Etablierung 
der optimalen Versuchsbedingungen für die späteren Reparaturstudien helfen. 
4.2.1. Zellzyklusverteilung von menschlichen und murinen Fibroblasten in An- und 
Abwesenheit von Aphidicolin nach Bestrahlung mit 1 Gy IR 
Aphidicolin (Aph) ist ein Hemmer der DNA-Polymerase α und δ (Sala et al., 1980), welche 
an der DNA-Synthese beteiligt ist und eine wichtige Rolle in der S-Phase spielt (Wood und 
Shivji, 1997; Menges und Murray, 2002). Die Hemmung der DNA-Polymerasen durch 
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Aphidicolin führt zu einer Blockade der Replikationsgabel und verhindert so die DNA-
Synthese. Die Zellen werden in der S-Phase arretiert. 
Um die Reparaturkapazität in einer Zellzyklusphase zu analysieren, können nur diejenigen 
Zellen in Betracht gezogen werden, die sich bereits vor der Bestrahlung in der jeweiligen 
Zellzyklusphase befanden. Zwar werden durch die Aktivierung von Checkpoints die Zellen 
für eine gewisse Zeit in einer Zellzyklusphase arretiert. Doch gerade bei der Analyse der G2-
Phase besteht das Problem, dass Zellen aus der S- frühzeitig in die G2-Phase eintreten 
können, da die intra-S-Phase-Checkpoints erst bei hohen Dosen vollständig aktiviert werden 
(Merrick et al., 2004). Um den Übertritt von S-Zellen in die G2-Phase und somit eine 
Durchmischung von in der S- und der G2-Phase bestrahlten Zellen zu verhindern, wurde 
Aphidicolin eingesetzt. Somit kann sichergestellt werden, dass jede analysierte G2-Zelle 
bereits zum Zeitpunkt der Bestrahlung in G2 war. Die Durchflusszytometrie (FACS) wird 
hier angewendet, um zu analysieren, ob die für die DSB-Reparaturanalyse verwendete Dosis 
von 2 Gy ausreichend ist, um die Zellen in der G2-Phase zu halten. Dieser Versuch ist 
ausschlaggebend, um die maximale Versuchsdauer der DSB-Reparaturuntersuchung in der 
G2-Phase bestimmen zu können. Bei der Analyse der Zellzyklusprogression wurden 
reparaturprofiziente humane und murine Fibroblasten verwendet.   
Zur Durchführung der FACS-Analyse wurden exponentiell wachsende Zellen 1 h mit dem 
Thymidinanalogon BrdU pulsmarkiert. Nach der BrdU-Pulsmarkierung wurden die Zellen mit 
1 Gy IR bestrahlt und mit Aphidicolin versetzt. Parallel dazu wurden auch Proben ohne 
Aphidicolin mitgeführt. Die Zellen wurden für 2 h, 4 h, 6 h und 8 h nach der Bestrahlung bei 
37° C zur Reparatur inkubiert und danach geerntet. Als Kontrolle wurde eine unbestrahlte 
Probe direkt nach BrdU-Markierung bearbeitet. Nach der Ernte wurden die Zellen fixiert, 
gewaschen und mit einem FITC-gekoppelten BrdU-Antikörper sowie dem interkalierenden 
DNA-Farbstoff Propidiumiodid angefärbt. Die Auswertung der Proben erfolgte am 
Durchflusszytometer mit Hilfe des Programms Cell Quest von Becton-Dickinson. Zu jedem 
untersuchten Zeitpunkt konnte ein FACS-Plot erstellt werden, indem das Signal des FITC-
gekoppelten anti-BrdU-Antikörpers (Y-Achse) gegen das Propidiumiodid-Signal (X-Achse) 
aufgetragen wurde (Abb. 4.3.). Die Intensität des FITC-Signals erlaubt die Unterscheidung 
von BrdU-positiven gegenüber BrdU-negativen Zellen. Das Propidiumiodid-Signal gibt 
ähnlich wie die DAPI-Intensität in der Immunfluoreszenz (Abb. 4.1.) Aufschluss über den 
DNA-Gehalt einer Zelle und ermöglicht die Unterscheidung von G1-, S- und G2-Zellen. 
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Primäre menschliche Fibroblasten treten in Abwesenheit von Aphidicolin bereits 4 h nach 
Bestrahlung mit 1 Gy IR aus der S- in die G2-Phase ein. 8 h nach Bestrahlung kommen die 
BrdU-positiven Zellen in der G1-Phase an (Abb. 4.3.A). In Anwesenheit von Aphidicolin 
wird die Progression durch den Zellzyklus blockiert, die Mehrheit der Zellen verbleibt in der 
S-Phase (Abb. 4.3.A). 
Mausfibroblasten zeigen eine deutlich schnellere Progression durch die verschiedenen 
Zellzyklusphasen. In Abwesenheit von Aphidicolin treten schon 2 h nach Bestrahlung mit 1 
Gy IR die BrdU-markierten Zellen in die G2-Phase ein, nach 4 h haben sich die ersten Zellen 
geteilt und befinden sich in der G1-Phase, 8 h nach Bestrahlung befindet sich die Mehrheit 
der markierten Zellen wieder in der S-Phase (Abb. 4.3.B). Die schnelle Progression vom 
MEFs gegenüber menschlichen Fibroblasten korreliert mit einer höheren Wachstumsrate 
dieser Zellen in der Zellkultur. In der Gegenwart von Aphidicolin verbleibt bei den MEFs, 
ähnlich wie bei menschlichen Fibroblasten, die Mehrheit der Zellen in der S-Phase (Abb. 
4.3.B). 
Anhand dieser Experimente kann gezeigt werden, dass Aphidicolin die Progression der Zellen 
im Zellzyklus wirksam unterbindet. So konnte sichergestellt werden, dass keine Zellen von 
der S-Phase in die G2-Phase eintreten. Zudem konnte gezeigt werden, dass die verwendete 
Röntgendosis von 1 Gy IR ausreicht, um die Reparaturstudien bis zu 8 h nach Bestrahlung 
durchzuführen. Innerhalb dieses Zeitraums verbleiben in der G2-Phase bestrahlte Zellen auch 
in dieser Zellzyklusphase und treten nicht in die Mitose ein. Die G2-Zellen können die 
Reparatur innerhalb des beobachten Zeitfensters nicht abschließen und die G2-Phase 
verlassen. Somit wird vermieden, dass nach langen Zeiten nur mehr G2-Zellen vorhanden 
sind, die ein hohes Restschadensniveau aufweisen. 
4.2.2. Einfluss von Aphidicolin auf die Reparatur von DNA-DSBs  
Aphidicolin als Hemmer der DNA-Polymerase verursacht in der S-Phase die Entstehung 
replikations-assoziierter DSBs, die nicht von strahleninduzierten DSBs unterschieden werden 
können. Dadurch trägt Aphidicolin zur Erhöhung der Anzahl an DSBs bei. Um 
auszuschließen, dass Aphidicolin auch eine Wirkung in anderen Zellzyklusphasen zeigt, sollte 
die DSB-Reparatur von G1- und G2-Zellen in An- und Abwesenheit von Aphidicolin 
untersucht werden. 
Um den Einfluss von Aphidicolin auf die Reparatur von DNA-DSBs zu untersuchen, wurden 
die Zellen nach Bestrahlung mit bzw. ohne Aphidicolin behandelt und das Reparaturverhalten 
4. Ergebnisse             
53 
 
der Zellen in der G0-, G1- und der G2-Phase mit Hilfe der γH2AX-
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Nach dem Auftreten eines DSBs wird das Histon 
H2AX von Proteinkinasen wie z.B. ATM und DNA-PKcs phosphoryliert. Dieses 
phosphorylierte Histon (γH2AX) kann mit Hilfe spezifischer Antikörper detektiert werden 
und lässt sich im Fluoreszenzmikroskop als fluoreszierender Punkt, sogenannter γH2AX-
Focus nachweisen. Die Zahl der γH2AX-Foci korreliert mit der Anzahl an DSBs in einer 
Zelle (Rothkamm et al., 2003).  
Die Reparaturexperimente mit Aphidicolin wurden mit auf Glasdeckgläschen bestrahlten 
Zellen durchgeführt. Es konnte nachgewiesen werden, dass auf Glasdeckgläschen bestrahlte 
Zellen etwa die doppelte Anzahl an DSBs aufweisen wie Zellen, die auf Plastik mit gleicher 
Dosis bestrahlt wurden (Kegel et al., 2007). Diese zusätzlichen DSBs sind auf 
Sekundärelektronen zurückzuführen, die durch Bestrahlung des Glasmaterials entstehen. 
Diese Sekundärelektronen ionisieren die DNA ebenfalls und verursachen DSBs. Die in 
Reparaturstudien verwendeten Dosen wurden unter Berücksichtigung dieses Deckglaseffekts 
dargestellt. Die effektive Dosis bei Deckgläschen weicht von derjenigen bei FACS-
Experimenten ab. 
Zur Versuchsdurchführung wurden exponentiell wachsende WT-Zellen (MRC-5) mit 2 Gy IR 
bestrahlt, mit bzw. ohne Aphidicolin versetzt, bei 37° C inkubiert und die Reparatur in 
Intervallen von je 2 h bis zu 8 h nach Bestrahlung verfolgt. Parallel dazu wurden konfluente 
auf Deckgläschen befindliche Zellen in derselben Weise behandelt. Dieser Ansatz diente als 
Kontrolle, da in der G0-Phase keine DNA-Synthese stattfindet. Somit sollte Aphidicolin in 
dieser Phase keinerlei Einfluss auf die DSB-Reparatur haben. Nach Ablauf der Reparaturzeit 
wurden die Zellen fixiert und mit γH2AX- und CENP-F-spezifischen Antikörpern angefärbt. 
Zusätzlich wurde eine Kernfärbung mit DAPI durchgeführt. Die Unterscheidung der G1-, G2- 
und der S-Phase erfolgte wie bereits beschrieben anhand der γH2AX- und CENP-F-Färbung 
(Kapitel 4.1.1.). Im Fluoreszenzmikroskop wurde die Zahl der γH2AX-Foci pro Zelle 
quantifiziert. Pro Zellzyklusphase wurden mindestens 40 Zellen ausgewertet, um die 
durchschnittliche Focizahl in einer Zelle zu bestimmen. Parallel wurden unbestrahlte Proben 
als Kontrollen ausgewertet. Aufgrund der geringen Focizahl wurden hier mindestens 200 G1- 
und 60 G2-Zellen ausgezählt. Der in unbestrahlten Proben ermittelte Kontrollwert wurde von 
der mittleren Focizahl der bestrahlten Proben abgezogen. 
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wurde nicht dargestellt, da die Zellen zu diesem Zeitpunkt nicht mit Aphidicolin behandelt wurden. Allerdings 
hat Aphidicolin keinen Einfluss auf die Induktionszahl von DSBs (Beucher et al., 2009). Aph steht in der 
Abbildung für Aphidicolin.  
 
In der G0-Phase (Abb. 4.4.A) verbleiben 24 h nach Bestrahlung mit 2 Gy IR 1,18 Foci in 
Aph-behandelten Zellen gegenüber 1,89 Foci in unbehandelten Zellen. Dies zeigt, dass die 
DSB-Reparatur von WT-Zellen nicht durch Zugabe von Aphidicolin beeinflusst wird. Dieses 
Ergebnis ist erwartungsgemäß, da Aphidicolin ein Replikationshemmer ist und in G0 keine 
Replikation stattfindet.   
In den G1-Zellen einer exponentiell wachsenden Population (Abb. 4.4 B) verbleiben 8 h nach 
Bestrahlung 3,3 Foci in Aph-behandelten Zellen. Dagegen sind es 3,7 Foci in unbehandelten 
Zellen. Auch in der G1-Phase wird die Focizahl durch Aphidicolin nicht erhöht, somit hat 
Aphidicolin in dieser Phase keinen Einfluss auf die DSB-Reparatur. Dieses Ergebnis steht im 
Einklang mit der Tatsache, dass in der G1-Phase keine DNA-Replikation stattfindet, die durch 
die Anwesenheit von Aphidicolin unterbunden wird. 
In der Abb. 3.4.C wurden G2-Zellen ausgewertet. Diese wurden anhand des positiven CENP-
F-Signals identifiziert. S-Zellen, die ebenfalls eine schwach-positive CENP-F-Färbung 
aufweisen, wurden aufgrund des flächigen γH2AX-Signals (Abb. 4.1.) von der Auswertung 
ausgeschlossen. In G2-Zellen verbleiben nach 8 h Reparaturzeit 25 Foci in Aph-behandelten 
Zellen gegenüber 25,8 Foci in unbehandelten Zellen. Das DSB-Reparaturverhalten von WT-
Zellen wird auch in der G2-Phase durch die Anwesenheit von Aphidicolin nicht modifiziert. 
Somit hat Aphidicolin keinen Einfluss auf die DSB-Reparatur in der G2-Phase. 
In einem alternativen Ansatz zur Auswertung von G2-Zellen, die sich zur Zeit der 
Bestrahlung in der G2-Phase befanden, wurden S-Phase-Zellen vor der Bestrahlung mit 2 Gy 
IR mit BrdU markiert. Die Zelle nimmt BrdU auf und baut es während der DNA-Replikation 
(in der S-Phase) anstelle des Nukleotids Thymidin in die neusynthetisierte DNA ein. Somit 
markiert BrdU Zellen, die zum Zeitpunkt der Bestrahlung in der S-Phase sind. Mit 
spezifischen Antikörpern gegen BrdU kann das inkorporierte BrdU und damit eine 
stattgefundene DNA-Synthese immunfluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden. Zur 
Untersuchung der Reparatur in G2-Zellen wurde eine Dreifachfärbung mit γH2AX-, CENP-F- 
und BrdU-spezifischen Antikörpern durchgeführt. Dabei wurden nur die Zellen ausgewertet, 
die gleichzeitig CENP-F-positiv und BrdU-negativ waren. Dies sind G2-Zellen, die sich zum 
Zeitpunkt der Bestrahlung bereits in der G2-Phase befanden. Zellen, die dagegen eine positive 
CENP-F- und eine positive BrdU-Färbung aufweisen, repräsentieren diejenigen, die zum 
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Zeitpunkt der Bestrahlung in der S-Phase waren und während der Reparaturzeit in die G2-
Phase eingetreten sind. Solche Zellen werden von der Auswertung ausgeschlossen, da sie sich 
zum Zeitpunkt nicht in der G2-Phase befanden. Mit diesem Ansatz werden Zellen 
identifiziert, die während der Bestrahlung und der anschließenden Reparatur in der G2-Phase 
waren. Somit kann auf die Verwendung von Aphidicolin verzichtet werden. Das Ergebnis der 
Dreifachfärbung ist in der Abb. 4.4.D dargestellt. In den ausgewerteten BrdU-negativen G2-
Zellen bleiben 8 h nach Bestrahlung 9,21 Foci in Aph-behandelten Zellen gegenüber 9,91 
Foci in unbehandelten Zellen. Auch in diesem alternativen Ansatz hat Aphidicolin keinen 
Einfluss auf die DSB-Reparatur in der G2-Phase.  
Diese Kontrollexperimente weisen keinen Unterschied in der DSB-Reparatur von G0-, G1- 
und G2-Zellen in der Ab- bzw. Anwesenheit des Polymeraseinhibitors Aphidicolin nach. 
Somit kann gezeigt werden, dass Aphidicolin sowohl in der G0/G1-Phase als auch in der G2-
Phase keine Auswirkung auf die Reparatur von DSBs hat. Somit kann in den nachfolgenden 
Experimenten Aphidicolin eingesetzt werden, um die Progression von Zellen aus der S- in die 
G2-Phase zu unterbinden. 
In den in Abb. 4.4. dargestellten Reparaturkinetiken von menschlichen WT-Zellen werden 
γH2AX-Foci als Marker für DSBs verwendet. Um auszuschließen, dass γH2AX-Foci auch 
andere DNA-Schäden markieren, wurden Reparaturkinetiken mit anderen focibildenden 
Proteinen, die wie γH2AX nach dem Auftreten eines DSBs phosphoryliert werden, 
untersucht.   
4.2.3. Phosphoryliertes ATM als Marker für strahleninduzierte DSBs 
Die γH2AX-Immunfluoreszenzmikroskopie ist eine etablierte und sehr sensitive Methode zur 
Messung von DSBs in der Zelle. Die in Abb. 4.4. erkennbare Abnahme der γH2AX-Foci-
Anzahl über die Zeit korreliert mit der Reparatur von DSBs und erlaubt eine Aussage über 
Verlauf und Effizienz der Reparatur (Riballo et al., 2004; Deckbar et al., 2007; Beucher et al., 
2009). Allerdings beruht diese Methode auf dem indirekten Nachweis von am Schadensort 
modifizierten Histonproteinen und zeigt DSBs nicht direkt an. 
Ionisierende Strahlung verursacht neben DSBs auch Einzelstrangbrüche und Interstrang-
Crosslinks. Um auszuschließen, dass diese ebenfalls eine H2AX-Phosphorylierung 
verursachen und somit die Ergebnisse der DSB-Reparaturanalyse verfälschen, wurde ein 
weiterer spezifischer Marker für strahleninduzierte DSBs untersucht. Nach dem Auftreten 
eines DSBs in der Zelle wird ATM durch Autophosphorylierung am Serin 1981 aktiviert 
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11,01 phosphoATM-Foci. Der Verlauf beider Reparaturkinetiken ist auch in der G2-Phase 
nahezu identisch, hier werden mindestens 80 % der DSBs beseitigt. 
Sowohl in der G1- als auch G2-Phase liegt die Induktion der phosphoATM-Foci im Vergleich 
zu der von γH2AX-Foci etwas niedriger (Abb. 4.6). Die Erklärung dafür liegt in dem 
schwachen Fluoreszenzsignal der phosphoATM-Foci in den ersten Minuten nach 
Bestrahlung, so dass vermutlich nicht alle fluoreszierenden Foci erfasst werden können. 
Die Ergebnisse der Abb. 4.6. zeigen, dass sich die γH2AX- und phosphoATM-
Reparaturkurven sowohl in der G1- als auch G2-Phase fast überlagern. Somit sind beide 
Proteine als DSB-Marker geeignet. 
Mit Hilfe von zellzyklusspezifischen Markern wie CENP-F und phosphoH3 können die 
Zellzyklusphasen eindeutig unterschieden werden. Somit kann die DSB-Reparaturanalyse 
sowohl in der G1- als auch G2-Phase durchgeführt werden. Die durchgeführten 
Vorexperimente haben gezeigt, dass Aphidicolin die Progression der S-Zellen in der G2-
Phase verhindert, ohne dabei zusätzliche DSBs in der G1- und G2-Phase zu verursachen. Die 
DSB-Reparaturanalyse in der G1- und besonders G2-Phase kann bei einer Dosis von 2 Gy bis 
8 h nach Bestrahlung durchgeführt werden. Zudem kann gezeigt werden, dass γH2AX-Foci 
unter den gewählten Versuchsbedingungen strahleninduzierte DSBs markieren. Auf der Basis 
dieser Vorkenntnisse wurde die DSB-Reparatur von ATM- und Artemis-defizienten Zellen in 
der G1- und G2-Phase durchgeführt. 
 
4.3. DSB-Reparatur von ATM- und Artemis-defizienten Zelllinien 
ATM ist eine Proteinkinase, die eine zentrale Rolle in der DSB-Schadensantwort spielt. Beim 
Eintritt eines DSBs wird ATM durch den MRN-Komplex aktiviert und zum Ort des DSBs 
rekrutiert (Lee und Paull, 2005; Dupre et al., 2006). ATM wird an Serin 1981 
autophosphoryliert und phosphoryliert anschließend eine Reihe an Proteinen, die an der 
Checkpoint-Signalkaskade beteiligt sind, wie p53 und Chk2 (Lombard et al., 2005; O´Driscoll 
und Jeggo, 2006), und mehrere Reparaturproteine, unter anderem MDC-1, 53BP1, H2AX und 
Artemis (Jankovic et al., 2007). Artemis ist eine Nuklease und übernimmt eine wichtige Rolle 
in der V(D)J-Rekombination, indem es die Haarnadelstrukturen auflöst, die während dieses 
Prozesses entstehen. Zusätzlich konnte die Beteiligung dieses Proteins an der Reparatur 
bestimmter DSBs, die möglicherweise vor der Ligation prozessiert werden müssen, gezeigt 
werden (Moshous et al., 2001; Riballo et al., 2004). 
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In diesen Studien wurde ein kleiner, aber signifikanter Reparaturdefekt von ähnlichem 
Verlauf und Ausmaß in ATM- und Artemis-defizienten Zelllinien in der G0-Phase 
nachgewiesen (Riballo et al., 2004). 10 % der DSBs blieben in ATM- und Artemis-
defizienten Zellen unrepariert. Das zusätzliche Ausschalten von ATM durch ein 
hochspezifisches Inhibitormolekül (Hickson et al., 2004) vergrößerte den Reparaturdefekt in 
Artemis-defizienten Zellen nicht (Riballo et al., 2004). Beide Proteine sind epistatisch und 
arbeiten in der G0-Phase in einem gemeinsamen Reparaturweg (Riballo et al., 2004). Artemis 
wird von ATM in vitro phosphoryliert (Riballo et al., 2004). Daraus wurde geschlussfolgert, 
dass ATM upstream von Artemis agiert. Jedoch könnte es Unterschiede im Ablauf der 
zellulären Prozesse in ruhenden Zellen in der G0-Phase im Vergleich zu aktiv wachsenden 
Zellen, die den Zellzyklus durchlaufen, geben. Um dieser Frage nachzugehen, wurden 
exponentiell wachsende Zellen in der G1- und G2-Phase untersucht. 
Zunächst wurden primäre menschliche Fibroblasten verwendet. Diese Zellen stammen aus 
Patienten mit Syndromen, die mit einer defekten DSB-Reparatur im Zusammenhang gebracht 
werden. Diese Zellen sind somit nicht transformiert, stellen jedoch nach einer begrenzten 
Anzahl an Zellteilungen die Teilungsaktivität ein. Außerdem steht aufgrund der embryonalen 
Letalität, die häufig mit Defekten in der DNA-Schadensantwort einhergeht, nur eine 
begrenzte Anzahl an defizienten Zelllinien zur Verfügung.  
4.3.1. DSB-Reparatur von ATM- und Artemis-defizienten primären menschlichen 
Fibroblasten 
Um die Abhängigkeit der DSB-Reparatur exponentiell wachsender Zellen von ATM und 
Artemis zu untersuchen, wurden zunächst exponentiell wachsende primäre humane 
Fibroblasten mit Defizienzen in Artemis (CJ179 und F01-240) bzw. ATM (AT7Bi und 
AT1Br) im Vergleich zu WT-Zellen (MRC-5 und HSF-1) analysiert. Die 
Versuchsdurchführung erfolgte wie im Kapitel 4.2.2. beschrieben. 
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und Artemis-defiziente Zelllinien einen kleinen Reparaturdefekt von identischem Ausmaß. Es 
bleiben bis zu 19 % der strahleninduzierten DSBs gegenüber WT-Zellen unrepariert. 
Auch in der G2-Phase zeigen die WT-Zelllinien ein nahezu identisches Reparaturverhalten 
(Abb. 4.7.B). Von den 61 induzierten DSBs nach Bestrahlung mit 2 Gy IR verbleiben noch 
9,8 DSBs, somit werden 84 % der DSBs repariert. 49 DSBs werden in ATM-defizienten 
Zelllinien 15 min nach Bestrahlung ermittelt, von denen 19 DSBs erhalten bleiben. Normiert 
auf den Induktionswert der WT-Zellen beträgt die Reparaturkapazität 69 %. In Artemis-
defizienten Zelllinien werden 57 strahleninduzierten DSBs ausgezählt, von denen 19,5 DSBs 
verbleiben. Dies entspricht einer Reparatureffizienz von 66 % (Abb. 4.7.B). Auch in der G2-
Phase ist ein kleiner und sehr ähnlicher Reparaturdefekt von etwa 15-18 % bei ATM- und 
Artemis-Mutanten im Vergleich zu WT-Zellen zu beobachten. 
Somit konnte gezeigt werden, dass ATM- und Artemis-defiziente primäre menschliche 
Fibroblasten sowohl in der G1- als auch G2-Phase einen kleinen und ähnlichen 
Reparaturdefekt gegenüber WT-Zelllinien aufweisen. Dieser Reparaturdefekt wird erst 4 h 
nach Bestrahlung sichtbar und wird mit zunehmender Reparaturzeit deutlicher. Der identische 
Reparaturdefekt von beiden Mutanten wurde bereits in der G0-Phase beobachtet (Riballo et 
al., 2004) und führte zu der Vermutung, dass ATM und Artemis in der G0-Phase am gleichen 
Reparaturweg beteiligt sind. Das unveränderte Reparaturverhalten von Artemis-defizienten 
Zellen nach zusätzlicher Inhibition von ATM bestätigte diese Vermutung in der G0-Phase 
(Riballo et al., 2004). Um diesen Befund auch in der G1- und der G2-Phase zu analysieren, 
wurden ATM und Artemis alleine und in Kombination in HeLa-Zellen herunterreguliert. 
HeLa-Zellen bieten den Vorteil, dass sie sich mit siRNA leicht transfizieren lassen. Mit der 
siRNA-Technologie können Proteine gezielt unterdrückt werden. Dieser Ansatz bietet den 
Vorteil, dass die Untersuchungen in derselben Zelllinie und damit vor demselben genetischen 
Hintergrund durchgeführt werden können. Außerdem kann so ausgeschlossen werden, dass 
die beobachteten Reparaturdefekte zelltypabhängig sind und nur in den bisher untersuchten 
Hautfibroblasten auftreten. 
4.3.2. DSB-Reparatur von ATM- und Artemis-depletierten HeLa-Zellen 
Die Beobachtung, dass ATM- und Artemis-Mutanten einen kleinen und ähnlichen 
Reparaturdefekt in der G1- und G2-Phase aufwiesen, führte zu der Vermutung, dass beide 
Proteine epistatisch zueinander in G1 und G2 sind. Durch Epistasis Studien könnte untersucht 
werden, ob zwei Reparaturproteine A und B über einen gleichen Reparaturweg 
zusammenwirken oder ob sie an unterschiedlichen Reparaturwegen beteiligt sind. Durch die 
Mutation oder die chemische Inhibition der Reparaturproteine A oder B wird deren 
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(0,2-0,5 in G1, 4-6 in G2) wurden von den dargestellten Fociwerten abgezogen. Die Fehlerbalken stellen den 
Standardfehler von drei unabhängigen Experimenten dar.  
 
In der G1-Phase (Abb. 4.8.A) verbleiben in Kontroll-siRNA-behandelten Zellen nach 
Bestrahlung mit 2 Gy IR 7 DSBs. ATM- und Artemis-depletierte Zellen lassen nach 8 h 
Reparatur durchschnittlich 10 DSBs unrepariert. Die Depletion von ATM und Artemis führt 
zu einer Verschlechterung der DSB-Reparatur um etwa 3 DSBs im Vergleich zu 
Kontrollzellen. Somit führt die Inaktivierung von ATM und Artemis in HeLa-Zellen zu einen 
kleinen und identischen Reparaturdefekt. In HeLa-Zellen, in denen ATM und Artemis 
gleichzeitig herunterreguliert wurde, bleiben 8 h nach Behandlung 10,7 DSBs erhalten. Somit 
führt die kombinierte Proteininaktivierung in HeLa-Zellen in der G1-Phase auch zu einem 
kleinen Reparaturdefekt gegenüber Kontrollzellen. Dieser Reparaturdefekt zeigt nahezu 
identisches Ausmaß wie der, der in ATM- und Artemis-depletierten Zellen beobachtet wird. 
Der Reparaturdefekt wurde durch die kombinierte Proteininaktivierung nicht vergrößert. Dies 
deutet darauf hin, dass ATM und Artemis am gleichen Reparaturweg beteiligt sind. Wären 
beide Proteine an unterschiedlichen Reparaturwegen beteiligt, würde nach der kombinierten 
Proteininaktivierung ein vergrößerter Reparaturdefekt beobachtet, der sich aus den einzelnen 
ATM- und Artemis-Reparaturdefekten ergäbe. 
In der G2-Phase (Abb. 4.8.B) verbleiben in Kontrollzellen 21,3 DSBs. In ATM-depletierten 
Zellen sind noch 25,2 DSBs vorhanden. Die Artemis-depletierten Zellen lassen nach einer 
Reparaturzeit von 8 h 26,4 DSBs unrepariert. Auch in der G2-Phase führt die 
Herunterregulation von ATM und Artemis zu einer Verschlechterung der DSB-Reparatur. In 
ATM- bzw. Artemis-depletierten Zellen bleiben im Vergleich zu Kontrollzellen 4-5 DSBs 
unrepariert. Nach der kombinierten Herunterregulation von ATM und Artemis verbleiben 
27,7 DSBs. Dies entspricht einer Differenz von 6 DSBs im Vergleich zu Kontrollzellen. Im 
Vergleich zur Reparatur nach alleiniger Herunterregulation von ATM bzw. Artemis ist somit 
keine maßgebliche Verschlechterung der Reparaturkapazität erkennbar. Dies deutet darauf 
hin, dass auch in der G2-Phase ATM und Artemis an einem gemeinsamen Reparaturweg 
beteiligt sind. 
4.3.3. DSB-Reparatur von MDC-1-, 53BP1-, ATM- und Artemis-defizienten MEFs 
Um zu untersuchen, ob außer Artemis andere Proteine an dem ATM-Reparaturweg beteiligt 
sind, soll das Reparaturverhalten von Zelllinien mit Defizienzen in anderen ATM-Substraten 
untersucht werden. Geeignete Kandidaten sind die Proteine 53BP1 und MDC-1. 53BP1 und 
MDC-1 werden durch ATM phosphoryliert und sind außerdem beschrieben an der DNA-
4. Ergebnisse             
65 
 
Schadensantwort beteiligt zu sein. So wurde gezeigt, dass 53BP1 in G0 am ATM/Artemis-
Reparaturweg beteiligt ist (Riballo et al., 2004). Der beobachtete 53BP1-Reparaturdefekt in 
der 53BP1-Mutante war vergleichbar zu dem von Artemis- und ATM-Mutanten. Allerdings 
könnten die zellulären Reparaturvorgänge in der G0- anders als in der G1- und G2-Phase 
ablaufen. Deswegen soll das Reparaturverhalten von 53BP1-defizienten Zellen in der G1- und 
G2-Phase analysiert werden. MDC-1 interagiert mit ATM und γH2AX, die beide eine 
wichtige Rolle in der DSB-Reparatur übernehmen. Um die mögliche Beteiligung von MDC-1 
an der DSB-Reparatur zu untersuchen, soll auch das Reparaturverhalten von MDC-1-
defizienten Zellen analysiert werden. 
MDC-1 bindet an γH2AX und rekrutiert aktiviertes ATM an den Schadensort (Stucki et al., 
2005; Lou et al., 2006). Der Verlust von MDC-1 beeinträchtigt die zelluläre Antwort auf 
DSBs, einschließlich der Regulation von intra S- und G2/M-Checkpoints und IR-induzierter 
Apoptose (Stewart et al., 2003; Goldberg et al., 2003). MDC-1 wird von ATM phosphoryliert 
(Kolas et al., 2007) und ist für die Akkumulation weiterer an der Schadensantwort beteiligter 
Proteine wie BRCA1 und 53BP1 notwendig (Lou et al., 2003; Goldberg et al., 2003; Bekker-
Jensen et al., 2005). Obwohl MDC-1 für die Verstärkung des ATM-abhängigen 
Schadenssignals verantwortlich ist (Lou et al., 2006), mit Rad51 interagiert und dadurch die 
HR erleichtert (Zhang et al., 2005), ist eine eindeutige Rolle in der DSB-Reparatur, 
insbesondere im NHEJ bisher nicht nachgewiesen worden. 
53BP1 wird ebenfalls von ATM phosphoryliert und kolokalisiert an den Schadensort mit 
anderen focibildenden Proteinen (Anderson et al., 2001; Rappold et al., 2001). 53BP1 ist für 
die optimale, durch DNA-Schaden induzierte Phosphorylierung von ATM-Substraten wie 
SMC1, BRCA1 und Chk2 erforderlich (Wang et al., 2002; DiTullio et al., 2002; Ward et al., 
2003). Studien haben gezeigt, dass 53BP1-defiziente Zellen nur bei niedrigen 
Strahlungsdosen einen leichten intra S-Checkpoint- und einen nahezu dreifachen G2/M-
Checkpointdefekt haben (Wang et al., 2002; DiTullio et al., 2002). Diese Beobachtungen 
geben einen Hinweis darauf, dass 53BP1 die DNA-Schadensantwort durch Erleichterung der 
ATM-Aktivität vermittelt. Vermutlich ist 53BP1 für die Aktivierung von ATM notwendig 
(Mochan et al., 2004; DiTullio et al., 2002). Obwohl 53BP1 mit Rad51-Paralogen wie 
Rad51A und Rad51C an durch die selten schneidende Endonuklease I-SceI-induzierten DSBs 
kolokalisiert (Rodrigue et al., 2006), ist seine Beteiligung an der HR bisher nicht eindeutig 
nachgewiesen worden (Ward et al., 2004). Dagegen ist jedoch die Beteiligung von 53BP1 am 
NHEJ in der G0-Phase bereits beschrieben worden (Riballo et al., 2004). 
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Das Zusammenspiel zwischen ATM und MDC-1 bzw. ATM und 53BP1 lässt jedoch 
vermuten, dass beide Proteine auch eine Rolle in der DSB-Reparatur und nicht nur in der 
Checkpoint-Erhaltung übernehmen. Um diese Hypothese näher zu untersuchen, wurde das 
DSB-Reparaturverhalten von MDC-1 und 53BP1-defizienten Zellen analysiert. Dabei sollte 
das Ausmaß von MDC-1- und 53BP1-Defizienzen auch mit demjenigen von ATM- und 
Artemis-defizienten Zellen verglichen werden. 
Die DSB-Reparaturanalyse wurde in WT- und MDC-1-, 53BP1-, ATM- und Artemis-
defizienten murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) durchgeführt. Vorteil dieses Systems 
ist, dass die untersuchten Zelllinien knockout-Mutanten sind, d.h. die Expression der 
Reparaturproteine ist vollständig inaktiviert. Bei primären menschlichen Fibroblasten und mit 
der siRNA-Technologie kann die Möglichkeit einer Restaktivität des zu untersuchenden 
Reparaturproteins nicht immer vollständig ausgeschlossen werden. Allerdings wurden die 
MEFs immortalisiert und verloren nach häufigem Passagieren die Kontaktinhibition und 
wurden somit transformiert. Diese Transformation führte zu einer Änderung im 
Chromosomensatz der Zelle, der eine wichtige Grundlage für die Unterscheidung der 
Zellzyklusphasen ist. Als Konsequenz davon können Zellkerne innerhalb einer Zellpopulation 
sehr unterschiedliche DNA-Gehalte aufweisen. In der Immunfluoreszenzmikroskopie ließen 
sich solche Zellen durch ihre anormale Kerngröße und die erhöhte Anzahl an γH2AX-Foci 
meist erkennen, jedoch kann die vollständige Ausschließung solcher Zellen nicht immer 
gewährleistet werden. Daher wurden bei der γH2AX-Fociauswertung von MEFs im Vergleich 
zu menschlichen Zelllinien deutlich mehr Zellen gezählt. Da die Anzahl der 
strahleninduzierten DSBs mit der DNA-Menge korreliert, besteht bei der Auswertung einer zu 
geringen Anzahl an Zellen die Gefahr, dass die Statistik verfälscht wird. 
Zur Versuchsdurchführung wurden exponentiell wachsende MEFs mit 2 Gy bestrahlt und bis 
zur Fixierung bei 37° C inkubiert. Die Färbung der Zellen erfolgte mit γH2AX- und 
phosphoH3-spezifischen Antikörpern. G1- und G2-Zellen ließen sich anhand des PhosphoH3-
Musters voneinander unterscheiden (Kapitel 4.1.2.). Ausgewertet wurden mindestens 70 
Zellen in beiden Zellzyklusphasen. In unbestrahlten Proben wurden mehr als 200 G1- und 100 
G2-Zellen ausgewertet. 
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11,2 DSBs, sodass 71 % der DSBs repariert werden. In der G1-Phase lassen alle untersuchten 
Mutanten 14 - 16 % mehr DSBs als WT-Zellen unrepariert, somit weisen sie einen kleinen 
Reparaturdefekt. Dieser ist bei allen Mutanten nahezu identisch. 
Auch in der G2-Phase (Abb. 4.9.B) zeigen beide WT-MEFs einen sehr ähnlichen Verlauf der 
Reparaturkinetik. Von 65 strahleninduzierten DSBs verbleiben 10 DSBs, somit werden 84 % 
der DSBs beseitigt. ATM-defiziente MEFs kommen von 59 ausgezählten DSBs auf ein 
Niveau von 21,7 DSBs. Normiert auf die Induktionswerte von WT-Zellen, entspricht dies 
einer Reparatureffizienz von 66,6 %. Diese beträgt in der Artemis-Mutante 66 %, da 21,5 
DSBs von den 63 initiierten DSBs erhalten bleiben. In der MDC-1-Mutante werden 15 min 
nach Bestrahlung 56 DSBs ausgewertet, davon bleiben nach 8 h Reparaturzeit 21,3 DSBs 
erhalten. Auch in der G2-Phase zeigen MDC-1-defiziente MEFs aufgrund des schwachen 
Fluoreszenzsignals einen niedrigen Induktionswert. Deswegen wird auch in der G2-Phase 
dieser Wert auf den von WT-Zellen normiert, somit beträgt die Reparatureffizienz der MDC-
1-Mutante 67 %. Die 53BP1-Mutante beseitigt 69 % der Brüche innerhalb von 8 h, sodass 21 
DSBs von anfänglichen 68,5 DSBs verbleiben. Auch in der G2-Phase zeigen alle Mutanten 
einen kleinen Reparaturdefekt von 15-17 % gegenüber WT-MEFs. Das DSB-
Reparaturverhalten der in der Abb. 4.9. untersuchten Mutanten zeigt auch in der G2-Phase 
große Ähnlichkeiten. 
Alle Mutanten weisen im Vergleich zu WT-Zellen sowohl in der G1- als auch in der G2-
Phase einen kleinen und ähnlichen Reparaturdefekt auf. Der Reparaturdefekt von ATM- und 
Artemis-defizienten MEFs bestätigt denjenigen, der in menschlichen Zellen beobachtet wurde 
(Abb. 4.7. und 4.8.). Der ähnliche Reparaturdefekt der 53BP1-, MDC-1-, Artemis- und ATM-
Mutanten führt zur Vermutung, dass MDC-1 und 53BP1, genauso wie Artemis (Abb. 4.8., 
Beucher et al., 2009), am ATM-Reparaturweg in der G1- und der G2-Phase beteiligt sind. Um 
diese Hypothese zu überprüfen, wurde das Reparaturverhalten von 53BP1- und MDC-1-
Mutanten analysiert, in denen ATM zusätzlich inhibiert wurde.    
4.3.4. DSB-Reparatur von 53BP1- und MDC-1-defizienten Zelllinien nach Behandlung 
mit einem spezifischen ATM-Inhibitor  
Der vergleichbare Reparaturdefekt von MDC-1- und 53BP1-Mutanten gegenüber ATM-
defizienten MEFs gab einen Hinweis darauf, dass beide Proteine am ATM-Reparaturweg 
beteiligt sein könnten. Um dies zu überprüfen, wurde in diesen Mutanten mit Hilfe eines 
spezifischen ATM-Inhibitors (ATMi) ATM inhibiert und anschließend eine DSB-
Reparaturanalyse durchgeführt. 
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Reparaturdefekt addiert sich in der ATMi-behandelten 53BP1- und MDC-1-Mutanten nicht 
mit dem ATM-Reparaturdefekt. Dies zeigt, dass ATM, MDC-1 und 53BP1 in der G1-Phase 
an einem gemeinsamen Reparaturweg beteiligt sind. 
Auch in der G2-Phase (Abb. 4.10.B) wird durch den Einsatz des ATM-Inhibitors in WT-
Zellen der ATM-Reparaturdefekt stimuliert. 21 DSBs verbleiben durchschnittlich in ATMi-
behandelten WT-MEFs gegenüber 10 DSBs in unbehandelten Zellen. Die verbliebene Anzahl 
an DSBs in ATMi-behandelten WT-MEFs korreliert mit derjenigen in ATM-defizienten 
MEFs (21,7 DSBs), somit ist der ATM-Inhibitor auch in der G2-Phase funktionstüchtig. Der 
Reparaturverlauf der ATM-Mutante bleibt beinahe unverändert. So bleiben in ATMi-
behandelten und unbehandelten ATM-defizienten Zellen durchschnittlich 23 bzw. 22 DSBs 
unrepariert. Bei der MDC-1-Mutante verbleiben mit und ohne Behandlung mit ATMi 21 
DSBs. Die ATMi-behandelten 53BP1-defizienten Zellen lassen 19,7 DSBs unrepariert, 
während unbehandelte Zellen 20,7 DSBs aufweisen. Die DSB-Reparatur von MDC-1- und 
53BP1-Mutanten wird durch die ATM-Inhibition nicht verändert. Auch in der G2-Phase 
addiert sich der MDC-1- und 53BP1-Reparaturdefekt in der ATMi-behandelten 53BP1- und 
MDC-1-Mutanten nicht mit dem ATM-Reparaturdefekt, der durch ATMi verursacht wird. 
Dies weist darauf hin, dass beide Proteine auch in der G2-Phase mit ATM zu einem 
gemeinsamen Reparaturweg gehören. 
MDC-1- und 53BP1-defiziente Zellen zeigen in der G1- und G2-Phase einen ähnlichen 
Reparaturdefekt wie ATM-defiziente Zellen. Mit ATM-Inhibitor durchgeführte Studien 
deuten darauf hin, dass MDC-1 und 53BP1 sowohl in der G1- als auch G2-Phase am ATM-
Reparaturweg beteiligt sind. 
ATM-defiziente Zellen zeigen in der G1- und G2-Phase einen ähnlichen Reparaturdefekt 
(Abb. 4.7., 4.8., 4.9.). In G0/G1 konnte die ATM-abhängige Reparatur dem NHEJ zugeordnet 
werden (Riballo et al., 2004). Allerdings steht in der G2-Phase neben dem NHEJ auch die HR 
als alternativer Reparaturweg zur Verfügung. Daher kann der in der G2-Phase beobachtete 
Reparaturdefekt sowohl auf einen NHEJ- als auch einen HR-Reparaturdefekt zurückgeführt 
werden. Um die Zuordnung von ATM in der G2-Phase näher zu untersuchen, sollte das DSB-
Reparaturverhalten von ATM- und HR-Mutanten miteinander verglichen werden.  
4.3.5. Zuordnung von ATM in der G2-Phase 
In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob ATM in der G2-Phase ebenso wie in 
der G0/G1-Phase zum NHEJ gehört oder ob es der HR zugeordnet werden kann. Defizienzen 
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Antikörpern angefärbt. Die Auswertung der Zellen erfolgte in der G1 (A)- und G2 (B)-Phase. Die in 
unbestrahlten Proben ermittelten Kontrollwerte (0,2-1 Foci in G1, 6-10 Foci in G2) wurden von den 
dargestellten Werten abgezogen. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler von mindestens vier 
Experimenten. Die Reparaturkurven beider WT-Zelllinien H2AX WT und WT22 und der ATM-Mutante wurden 
bereits in der Abb. 4.9. dargestellt. 
 
In der G1-Phase (Abb. 4.11.A) haben beide WT-Zelllinien ein sehr ähnliches 
Reparaturverhalten und zeigen eine Reparatureffizienz von 86 % (Kapitel 4.3.3.). Die ATM-
Mutante weist eine Reparatureffizienz von 72 % in der G1-Phase auf (Kapitel 4.3.3.). Bei 
XRCC2- und Rad54-Mutanten werden in der G1-Phase durch Bestrahlung 36 DSBs induziert, 
und davon verbleiben durchschnittlich 6 DSBs, somit werden 83 % der DSBs beseitigt. Die 
Reparatureffizienz von HR-defizienten MEFs in der G1-Phase unterscheidet sich kaum von 
derjenigen der WT-Zelllinien. Dies zeigt, dass HR-Mutanten keinen Reparaturdefekt in der 
G1-Phase aufweisen. Dies ist auch erwartungsgemäß, da die HR in der G1-Phase unterdrückt 
wird. Das unterschiedliche Reparaturverhalten von ATM- und HR-Mutanten lässt vermuten, 
dass ATM und HR-Proteine in der G1-Phase an unterschiedlichen Reparaturwegen beteiligt 
sind. 
In der G2-Phase (Abb. 4.11.B) werden 84 % bzw. 66,6 % der DSBs in WT-Zellen bzw. in der 
ATM-Mutante beseitigt (Kapitel 4.3.3.). In der XRCC2-Mutante werden durch Bestrahlung 
63 DSBs induziert und 8 h danach sind noch 20 DSBs vorhanden, somit werden 68 % der 
DSBs repariert. Die Rad54-Mutante beseitigt 65 % ihrer strahleninduzierten DSBs, von 
anfangs 66 DSBs verbleiben noch 23 DSBs. HR-Mutanten lassen 16-19 % mehr DSBs als 
WT-Zellen unrepariert. Es gibt somit einen eindeutigen Reparaturdefekt von HR-Mutanten in 
der G2-Phase. Erstaunlicherweise weisen ATM- und HR-Mutanten einen ähnlichen 
Reparaturdefekt in der G2-Phase auf. Dies führt zur Vermutung, dass ATM an einem 
gemeinsamen Reparaturweg mit HR-Proteinen (XRCC2, Rad54) beteiligt sein könnte. Um 
diese Hypothese zu untersuchen wurden bei HR-Mutanten Epistasisanalysen mit dem ATM-
Inhibitor durchgeführt. 
4.3.5.2. Epistasisanalysen mit dem ATM-Inhibitor bei HR-Mutanten 
Es konnte beobachtet werden, dass ATM- und HR-defiziente Zellen in der G2-Phase große 
Ähnlichkeiten in der DSB-Reparatur aufwiesen. Dies führte zur Vermutung, dass ATM und 
die HR-Proteine XRRC2 und Rad54 in dieser Zellzyklusphase am gleichen Reparaturweg 
beteiligt sein könnten. Um dies zu überprüfen, wurde ATM durch Behandlung mit einem 
ATM-Inhibitor (ATMi) in Rad54- und XRCC2-defizienten Zellen inhibiert. Falls ATM und 
XRCC2 bzw. Rad54 dem gleichen Reparaturweg zuzuordnen sind, sollte die ATM-Inhibition 
das Reparaturverhalten der HR-Mutanten in der G2-Phase nicht beeinflussen. 
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WT-Zellen lassen in der G2-Phase (Abb. 4.12.B) 21 DSBs nach ATMi-Behandlung statt 10 
DSBs in unbehandelten Zellen unrepariert, auch hier wird der ATM-Reparaturdefekt 
simuliert. Das Reparaturverhalten der HR-defizienten Zelllinien bleibt durch die Inhibition 
von ATM unbeeinflusst. In ATMi-behandelten Rad54-defizienten Zellen verbleiben 21,5 
DSBs gegenüber 23,6 DSBs in unbehandelten Zellen. ATMi-behandelte XRCC2-defiziente 
Zellen lassen 21,4 DSBs statt 20,2 DSBs in unbehandelten Zellen unrepariert. Durch die 
zusätzliche Inhibition von ATM wird der schon vorhandene HR-Reparaturdefekt in HR-
Mutanten nicht vergrößert. Dies zeigt, dass ATM und klassische HR-Proteine in der G2-Phase 
am gleichen Reparaturweg und nicht an unterschiedlichen Reparaturwegen wie in der G1-
Phase beteiligt sind. Diese Beobachtung deutet verstärkt darauf hin, dass ATM in der G2-
Phase eine HR-Komponente ist. 
ATM-, Artemis-, MDC-1- und 53BP1-Mutanten weisen einen kleinen und identischen 
Reparaturdefekt sowohl in der G1- als auch G2-Phase auf. Zudem sind Artemis, MDC-1 und 
53BP1 am ATM-abhängigen Reparaturweg beteiligt. Die Inhibition von ATM in der HR-
Mutanten deutet darauf hin, dass ATM ein HR-Protein in der G2-Phase ist. Somit übernimmt 
ATM eine duale Funktion in der G1-Phase beim NHEJ und in der G2-Phase bei der HR. Der 
kleine Reparaturdefekt der HR-Mutanten in der G2-Phase lässt vermuten, dass HR in der G2-
Phase einen kleinen Reparaturanteil gegenüber NHEJ übernimmt. Um dies zu verifizieren, 
sollte die DSB-Reparatur von NHEJ-Mutanten in der G1- und insbesondere in der G2-Phase 
analysiert werden. 
 
4.4. Der Anteil von NHEJ und HR zur Reparatur von strahleninduzierten 
DSBs. 
Die HR-Mutanten weisen eine DSB-Reparatureffizienz von 65-68 % in der G2-Phase (Kap. 
4.3.5.1.). Damit reparieren sie mehr als die Hälfte der strahleninduzierten DSBs. Dies deutet 
darauf hin, dass die HR einen kleinen Anteil an der DSB-Reparatur neben dem NHEJ in der 
G2-Phase übernimmt. Umgekehrt hieße dies, dass das NHEJ den größten Teil der DSB-
Reparatur in der G2-Phase übernähme. Um dies zu verifizieren, wurde die DSB-Reparatur 
von NHEJ-Mutanten in der G1- und G2-Phase durchgeführt. 
Die Zelle verfügt über zwei Hauptreparaturmechanismen zur Entfernung von DNA-DSBs, 
das NHEJ und die HR (van Gent et al., 2001; Li und Heyer, 2008; Sonoda et al., 2006; 
O´Driscoll und Jeggo, 2006). Das NHEJ ist in allen Zellzyklusphasen aktiv, in der G1-Phase 
stellt dies den Hauptreparaturweg dar. Allerdings ist dies kein fehlerfreier 
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Reparaturmechanismus, da es zu Deletionen oder Insertionen kommen kann (Lieber, 2008). 
Dabei werden zwei DNA-Bruchenden zufällig miteinander verbunden, ohne dass homologe 
DNA-Sequenzen benötigt werden. Zu den klassischen NHEJ-Faktoren gehören der DNA-PK- 
und der Ligase4/XRCC4/XLF-Komplex. Defizienzen in einem diesen Faktorem führen zu 
einer stark verminderten DSB-Reparatur und einer starken Strahlensensitivität. Die HR läuft 
im Gegensatz zum NHEJ meist fehlerfrei und benötigt für die Reparatur der geschädigten 
DNA zum Bruchbereich homologe DNA-Squenzen. Diese werden bevorzugt von der 
Schwesterchromatide zur Verfügung gestellt (Thomas und Schild, 2001). Deswegen ist die 
HR nur in der S- und G2-Phase aktiv. Zu den HR-Faktoren gehören unter anderem Rad51, 
Rad54, RPA, BRCA1, BRCA2 (Li und Heyer, 2008) und XRCC2. Defizienzen in einem 
dieser Faktoren können unterschiedliche Auswirkungen haben: Während die Mutation von 
Rad51 letal ist (Sonoda et al., 1998), führt die Inaktivierung von Rad54 zu einer leichten 
Zunahme der Strahlensensitivität (Essers et al., 2000). Eine Defizienz in XRCC2 führt zu 
einer deutlichen Zunahme der Strahlenempfindlichkeit (Takata et al., 2001). Obwohl NHEJ 
und HR Gegenstand intensiver Forschung von mehreren Arbeitsgruppen sind, wurden der 
Verlauf der Reparaturkinetik und die Effizienz der Reparatur beider Mechanismen bisher 
nicht direkt miteinander verglichen. 
Im Folgenden wurde zuerst die DSB-Reparatur von NHEJ-defizienten primären menschlichen 
Zelllinien untersucht. 
4.4.1. DSB-Reparatur von XLF- und Ligase4-defizienten primären menschlichen 
Fibroblasten 
XLF und Ligase4 sind Bestandteile des XRCC4/Ligase4/XLF-Proteinkomplex, der für die 
Ligation der Doppelstrangbruchenden zuständig ist. XLF und Ligase4 interagieren 
miteinander, und XLF soll die Aktivität von Ligase4 verstärken (Ahnesorg et al., 2006; 
Callebaut et al., 2006). 
Untersucht wurde die DSB-Reparatur von MRC-5-, HSF-1-, 180Br- und 2BN-Zellen. MRC-5 
und HSF-1 sind reparaturprofiziente WT-Zelllinien. 180Br ist eine Zelllinie, bei der die 
Expression von Ligase4 stark vermindert ist. Bei der 2BN-Zelllinie wird kein XLF/Cernunnos 
exprimiert. Die Versuchsdurchführung und die Probenauswertung erfolgten analog zu den 
vorher beschriebenen Experimenten (Kap. 4.2.2.).   
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noch 25 vorhanden, was einer Reparatureffizienz von 34 % entspricht. Somit zeigt die 2BN 
hTert-Zelllinie verglichen mit der WT-Zelllinie einen sehr starken Reparaturdefekt. 
In der G2-Phase (Abb. 4.14.B) werden in WT-Zellen durch die Bestrahlung 62 DSBs 
induziert, innerhalb von 8 h verbleiben 15 DSBs, was einer Reparatureffizienz von 76 % 
entspricht. Die XLF-defiziente Zelllinie beseitigt 41 % der DSBs, von 65 strahleninduzierten 
DSBs sind nach 8 h noch 38 DSBs vorhanden. Auch in der G2-Phase zeigt die NHEJ-Mutante 
einen starken Reparaturdefekt. Die Reparatureffizienz der XLF-defizienten hTert-Zellen ist in 
der G2-Phase um 7 % besser als in der G1-Phase, was vermutlich den Anteil der HR an der 
DSB-Reparatur widerspiegelt. 
Die immortalisierten menschlichen Fibroblasten zeigen ebenso wie primäre Zellen (Abb. 
4.13.) einen starken Reparaturdefekt in der G1- und G2-Phase. Damit ist die große Bedeutung 
des NHEJ in der G2-Phase bei den primären menschlichen Fibroblasten bestätigt. Zur 
Untermauerung dieses Ergebnis wurde die DSB-Reparatur weiterer NHEJ-inhibierten 
menschlichen Zellen analysiert.  
4.4.2. DSB-Reparatur in HeLa-Zellen nach Herunterregulation von Ligase4 
Um den bedeutenden Anteil des NHEJ in der G2-Phase weiter zu untersuchen, wurde das 
NHEJ-Protein Ligase4 in HeLa-Zellen herunterreguliert. 
Zur Versuchsdurchführung wurden exponentiell wachsende Zellen mit Ligase4-siRNA 
transfiziert, auf Deckgläschen ausgesät und bei 37° C inkubiert. Parallel wurden Zellen mit 
Kontroll-siRNA behandelt, die keine gezielte Geninaktivierung verursachte. Zum Zeitpunkt 
der maximalen Inaktivierung des Ligase4-Proteins 72 h nach der Transfektion (Olivia Barton, 
persönliche Mitteilung), wurden die Zellen mit 2 Gy IR bestrahlt, mit Aphidicolin versetzt 
und bis zur Fixierung bei 37° C inkubiert. Die Färbung von Zellen mit Antikörpern und die 
Auswertung der Deckgläschen erfolgten analog zu den vorher durchgeführten Experimenten 
(Kapitel 4.2.2.). 
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Fehlerbalken stellen den Standardfehler aus zwei bis acht Experimenten dar. Die Reparaturkurven beider WT-
Zelllinien wurden bereits in der Abb. 4.9 dargestellt.   
 
Die WT-Zellen weisen eine Reparatureffizienz von 86 % in der G1-Phase auf (Kap. 4.3.3.). 
Die DNA-PKcs-defiziente Zelllinie beseitigt 48 % ihrer DSBs, von den 41 
strahleninduzierten-DSBs verbleiben 21 DSBs. In den Ligase4- bzw. Ku-80-defizienten 
MEFs werden jeweils 39 DSBs durch Bestrahlung induziert, von denen nach 8 h 25 bzw. 30 
DSBs erhalten bleiben. Dies entspricht einer Reparatureffizienz von 36 % bzw. 23 %. Somit 
zeigen alle untersuchten NHEJ-defizienten MEFs in der G1-Phase (Abb. 4.15.A) einen 
starken Reparaturdefekt gegenüber WT-MEFs, denn mehr als 50 % der DSBs bleiben 
unrepariert. 
84 % der DSBs werden in WT-Zellen in der G2-Phase beseitigt (Kap. 4.3.3). Dagegen 
repariert die DNA-PKcs-Mutante nur 54 % ihrer DSBs, 34 der anfänglichen 74 DSBs bleiben 
erhalten (Abb. 4.15.B). Die Ligase4-defizienten MEFs reparieren mit einer Reparatureffizienz 
von 38 % noch schlechter als die DNA-PKcs-defizienten MEFs, 42 der 68 strahleninduzierte 
DSB bleiben erhalten. Ku80-defiziente MEFs zeigen mit 30 % die schlechteste 
Reparatureffizienz. Von 72 induzierten DSBs sind nach 8 h noch 50 DSBs vorhanden. Die 
untersuchten NHEJ-defizienten MEF-Zelllinien zeigen auch in der G2-Phase einen starken 
Reparaturdefekt (Abb.4.15.B). Es werden wie in der G1-Phase mit Ausnahme der DNA-
PKcs-Mutante mehr als 50 % der strahleninduzierten DSBs nicht repariert. 
Alle untersuchten NHEJ-Mutanten zeigen sowohl bei menschlichen als auch bei murinen 
Zelllinien einen sehr starken Reparaturdefekt in der G1-Phase. Dieser Befund ist mit der 
Literatur vereinbar, die beschreibt, dass DSBs in der G1-Phase hauptsächlich durch NHEJ 
beseitigt werden (Helleday et al., 2007; Shrivastav et al., 2008). Ob dies der einzige in der 
G1-Phase verfügbare Reparaturweg ist, bleibt fraglich, da einige DSBs trotz des starken 
Reparaturdefekts bei NHEJ-mutierten Zelllinien repariert werden. Auch in der G2-Phase 
zeigen NHEJ-Mutanten einen sehr starken Reparaturdefekt. Tatsächlich bleiben bei fast allen 
untersuchten NHEJ-Mutanten mehr als 50 % der DSBs in der G2-Phase unrepariert. Diese 
Befunde zusammen mit der DSB-Reparatureffizienz der HR-Mutanten, die mehr als 50 % der 
DSBs beseitigen (Kap. 4.3.5.), bestätigen die dominante Funktion des NHEJ gegenüber der 
HR in der G2-Phase. 
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Bei der Betrachtung der DSB-Reparaturkinetik ist auffällig, dass die Reparatur anscheinend 
mit unterschiedicher Geschwindigkeit abläuft, und zwar zunächst schnell und dann langsam. 
Dies soll im nächsten Abschnitt genauer betrachtet werden. 
4.4.4. Vergleich der NHEJ- und HR-Reparaturgeschwindigkeiten 
Durch die Analyse des DSB-Reparaturverlaufs von WT-Zellen, NHEJ- und HR-Mutanten 
kann die Kinetik der DSB-Reparatur durch NHEJ und HR dokumentiert werden. WT-Zellen 
zeigen einen charakteristischen Verlauf der DSB-Reparatur. In der G1-Phase werden 
innerhalb der ersten 4 h nach Bestrahlung 71–75 % der DSBs repariert (Abb. 4.7.A, 4.9.A und 
4.14.A). Ab 4 h bis 8 h werden weitere 12–15 % der DSBs beseitigt. Innerhalb der ersten 4 h 
nach Bestrahlung werden in WT-Zellen in der G2-Phase 57–70 % der DSBs repariert, ab 4 h 
bis 8 h werden weitere 13–18 % der DSBs beseitigt (Abb. 4.7.B, 4.9.B und 4.14.B). Sowohl 
in der G1- als auch der G2-Phase scheint innerhalb der ersten Stunden die Reparatur mit einer 
schnellen Kinetik abzulaufen, wogegen zu späteren Zeitpunkten eher eine langsame Reparatur 
erfolgt. 
NHEJ-Mutanten weisen in der G1-Phase bereits innerhalb der ersten 4 h einen massiven 
Reparaturdefekt auf, es sind noch 70–93 % der DSBs vorhanden (Abb. 4.13.A, 4.14.A und 
4.16.A). In der G2-Phase sind es 71–89 % der DSBs (Abb. 4.13.B, 4.14.B und 4.16.B). Bei 
der schnellen Reparaturkomponente handelt es sich demnach um das NHEJ. Ab 4 h bis 8 h 
bleiben in NHEJ-Mutanten in der G1-Phase noch 65–76 % der DSBs erhalten, sodass nur bis 
zu 17 % der DSBs beseitigt werden. In der G2-Phase sind es noch 59–76 % der DSBs, somit 
werden bis zu 13 % der DSBs später beseitigt. Dies deutet darauf hin, dass die Mehrheit der 
DSBs in der G1- und der G2-Phase mit einer schnellen Kinetik über das NHEJ beseitigt wird. 
Da NHEJ-Mutanten über eine funktionelle HR in der G2-Phase verfügen, wird bei späteren 
Zeitpunkten ein minimaler Anteil (13 %) an DSBs über die HR beseitigt. 
HR-Mutanten zeigen in der G1-Phase ein ähnliches Reparaturverhalten wie WT-Zellen (Abb. 
4.11.A). Dieser Reparaturweg hat in der G1-Phase keine Bedeutung. In der G2-Phase zeigen 
sie zu kurzen Zeiten einen sehr ähnlichen Reparaturverlauf wie WT-Zellen (Abb. 4.11.B), d.h. 
dass bis zu 70 % der DSBs bereits beseitigt werden. Dieser Reparaturanteil wird durch NHEJ 
übernommen, da HR-Mutanten über ein funktionelles NHEJ verfügen. Erst ab 4 h wird bei 
HR-Mutanten ein Reparaturdefekt sichtbar. 8 h nach Bestrahlung sind 16–19 % mehr DSBs 
als in WT-Zellen vorhanden. Dies korreliert mit dem Reparaturanteil in WT-Zellen (13–
18 %) zu späteren Reparaturzeiten. Die HR stellt somit die langsame Reparaturkomponente 
dar. 
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ATM-, Artemis-, MDC-1- und 53BP1-Mutanten zeigen nahezu in der G1- und der G2-Phase 
innerhalb der ersten 2 h nach Bestrahlung ein ähnliches Reparaturmuster wie in WT-Zellen 
(Abb. 4.7. und 4.9.). Erst ab 4 h wird ein zunehmender Reparaturdefekt sichtbar, sodass 14–
16 % der DSBs in beiden Zellzyklusphasen unrepariert bleiben (Kap. 4.3.3.). Dieser Anteil an 
verbliebenen DSBs korreliert in der G1-Phase mit dem Anteil an DSBs, der zu späteren 
Zeiten in NHEJ-Mutanten noch beseitigt werden. Somit stellen ATM, Artemis, MDC-1 und 
53BP1 die langsamen Reparaturkomponenten des NHEJ in der G1-Phase dar. Dennoch 
gehören diese Proteine nicht zu den klassischen NHEJ-Faktoren, die die schnelle Reparatur in 
der G1-Phase übernehmen. In der G2-Phase korreliert der Anteil an verbliebenen DSBs in 
ATM-, Artemis-, 53BP1- und MDC-1-Mutanten mit demjenigen in HR-Mutanten (16-19 %, 
Kap. 4.3.5.). Somit stellen diese Proteine auch die langsame Reparaturphase über HR dar. Sie 
gehören auch nicht zu den klassischen HR-Faktoren, da im Gegensatz zu diesen weisen sie 
einen Reparaturdefekt in der G1-Phase auf. 
4.5. DSB-Reparatur von HR/NHEJ-defizienten Zellen 
Um das Ausmaß des Reparaturdefekts nach dem Verlust von NHEJ und HR zu analysieren, 
wurde das Reparaturverhalten von unterschiedlichen Zelllinien mit Defekten in beiden 
Reparaturwegen untersucht. Zunächst wurde die DSB-Reparatur von Rad51/Ku80-
depletierten HeLa-Zellen analysiert. 
4.5.1. DSB-Reparatur von Rad51/Ku80-depletierten Zellen 
Rad51 spielt die zentrale Rolle in der HR. Nach Auftreten eines DSBs werden die 5´-Enden 
so prozessiert, dass es 3´-überhängende Enden entstehen. An diesen bindet zuerst RPA, das 
von Rad51 mit Hilfe von Rad52 und BRCA2 verdrängt wird. Es entsteht ein Rad51-
Nukleoproteinfilament, das die unbeschädigte DNA auf der Suche nach homologen 
Sequenzen zum Bruchbereich invadiert. Ku80 wird dagegen im NHEJ gebraucht, wo es nach 
Bindung an die Bruchenden die Reparatur initiiert. Dadurch erfolgt die Rekrutierung der 
DNA-PKcs an den Bruch und später die Ligation der Bruchenden durch den 
Ligase4/XRCC4/XLF-Komplex. 
Zur Versuchsdurchführung wurden exponentiell wachsende HeLa-Zellen mit Rad51 siRNA 
bzw. Ku80 siRNA und Ku80 und Rad51 siRNA transfiziert. 72 h nach der Transfektion (Zu 
diesem Zeitpunkt erfolgt die maximale simultane Herunterregulation von Ku80 und Rad51 in 
der Zelle, Olivia Barton persönliche Mitteilung) wurden die Zellen mit 2 Gy IR bestrahlt. Die 
weitere Behandlung der Zellen erfolgte analog zu den vorher beschriebenen Experimenten 
(Abb. 4.3.2.). 
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vergleichbar (Abb. 4.11.). Die Ku80-Depletion verursacht in der Zelle in der G2-Phase einen 
stärkeren Reparaturdefekt, da 38,6 DSBs verbleiben. Der Ku80-Reparaturdefekt in der G2-
Phase korreliert mit demjenigen von Ligase4-depletierten Zellen 8 h nach Bestrahlung (38,8 
DSBs, Abb. 4.15.B) und bestätigt die dominante Funktion des NHEJ in der G2-Phase. In 
Rad51/Ku80-depletierten Zellen bleiben 38,6 DSBs erhalten. Die Rad51/Ku80-depletierten 
Zellen weisen ein ähnliches Reparaturverhalten wie Ku80-depletierte Zellen auf, somit zeigt 
auch die Depletion von Rad51 keine Auswirkung in der G2-Phase. Dies ist jedoch 
erstaunlich, da Rad51 in der G2-Phase eine Funktion übernimmt. Diese Ergebnisse deuten 
darauf hin, dass Rad51 und Ku80 am gleichen Reparaturweg in der G2-Phase beteiligt sind, 
was der Literatur widerspricht, da NHEJ und HR unterschiedliche Reparaturwege in der G2-
Phase sind. Deswegen sollten weitere Experimente in anderen NHEJ/HR-defizienten Zellen 
durchgeführt werden. 
4.5.2. DSB-Reparatur von Ligase4/Rad54-defizienten Zellen 
Das erstaunliche ähnliche Reparaturverhalten von Ku80/Rad51- und Ku80-depletierten Zellen 
in der G2-Phase führte zur Vermutung, dass das Abschalten von Rad51 und damit der HR 
keine Auswirkung auf die DSB-Reparatur der doppelt depletierten Zellen hat. Um dies zu 
verifizieren, wurde die DSB-Reparatur anderer NHEJ/HR-defizienten Zellen untersucht. 
Analysiert wurde die DSB-Reparatur von Ligase4/Rad54-defizienten MEFs. Das MEF-
Zellsystem bietet den Vorteil an, dass die zu untersuchenden Reparaturproteinen vollständig 
mutiert sind, sodass eine Restaktivität dieser Proteine, im Vergleich zu den siRNA-
Experimenten vollständig ausgechlossen werden kann. 
Die Versuchsdurchführung und die Probenauswertung erfolgten analog zu den vorherigen 
Experimenten (Kap. 4.3.3.). 
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kann 32 % der strahleninduzierten DSBs beseitigen, da 46 von den 68 anfänglichen DSBs 
erhalten bleiben. Damit zeigt die Doppelmutante eine um 6 % schlechtere Reparatureffizienz 
im Vergleich zur Ligase4-Mutante. Dieser erhöhte Reparaturdefekt kann auf die Abwesenheit 
von Rad54 zurückgeführt werden. Jedoch korreliert dieser Rad54-Reparaturdefekt nicht im 
Geringsten mit demjenigen, der in der alleinigen Rad54-Mutante beobachtet wird (19 %). 
Eine eindeutige Schlussfolgerung zur Wirkung von Rad54 und Ligase4 in unterschiedlichen 
Reparaturwegen in der G2-Phase kann somit nicht erfolgen. Vielmehr sieht es so aus, als ob 
der starke Ligase4-Reparaturdefekt den viel schwächeren Rad54-Defekt unterdrücken würde. 
Die Ergebnisse der Ku80/Rad51- und Ligase4/Rad54-defizienten Zellen können keine 
Additivität des NHEJ und der HR in der G2-Phase nachweisen. Dieser Befund stimmt mit der 
Literatur nicht überein. Somit sollte die Reparatur weiterer Doppelmutanten analysiert 
werden, um eine sichere Aussage treffen zu können. 
4.5.3. Epistasisanalysen mit dem DNA-PKcs-Inhibitor (DNA-PKi) bei Rad54-defizienten 
MEFs  
Die vorherigen Reparaturexperimente in Doppelmutanten (Abb. 4.17. und 4.18.) in der G2-
Phase lassen darauf schließen, dass in der G2-Phase eine deutliche Unterscheidung zwischen 
NHEJ und HR nicht erfolgen kann. Dies steht jedoch mit der Literatur im Widerspruch, denn 
dort wird beschrieben, dass NHEJ und HR unterschiedliche und wichtige Reparaturwege in 
der G2-Phase sind. Um diese Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weiter zu untersuchen, sollte 
in einem HR-defizienten Hintergrund ein Protein des NHEJ inhibiert werden. Analysiert 
wurde das Reparaturverhalten von Rad54-defizienten MEFs, in denen DNA-PKcs, ein NHEJ-
Protein, zusätzlich inhibiert wurde. 
Zur Versuchsdurchführung wurden exponentiell auf Deckgläschen wachsende MEFs 1 h vor 
Bestrahlung mit dem DNA-PKcs-Inhibitor (DNA-PKi) behandelt und bis zur Fixierung bei 
37° C inkubiert. Die Antikörperfärbung der Zellen und die Fociauswertung erfolgten analog 
zu den vorher durchgeführten MEF-Experimenten (Kapitel 4.3.3.). 
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In der G2-Phase (Abb. 4.19.B) sind von 65 strahleninduzierten DSBs in WT-Zellen nur 10 
DSBs nach 8 h Reparaturzeit vorhanden. Nach Behandlung mit DNA-PKi sind es noch 23 
DSBs. Auch in der G2-Phase hat sich die Reparatureffizienz der WT-Zellen von 85 % auf 65 
% nach DNA-PKi-Behandlung verschlechtert. Auch in der G2-Phase ist dieses Ergebnis zu 
erwarten, da das NHEJ in WT-MEFs durch Behandlung mit DNA-PKi inaktiviert wurde und 
NHEJ der dominierende Reparaturweg in der G2-Phase ist (Kap. 4.4.). Auch in der G2-Phase 
bekräftigt sich die Vermutung der ineffizienten Wirkung des DNA-PKcs-Inhibitors im MEF-
Zellsystem, da mehr als 50 % der DSBs im Gegensatz zum Reparaturverhalten der 
klassischen NHEJ-Mutanten beseitigt werden (Kapitel 4.3.3.). Wie in der G1-Phase liegt es 
vermutlich an einer zu niedrig eingesetzten Konzentration des chemischen Inhibitors. Die 
Rad54-defizienten MEFs lassen nach Behandlung mit DNA-PKi 35 DSBs gegenüber 23,6 
DSBs in unbehandelten Zellen unrepariert. Durch Bestrahlung werden 66 DSBs 
hervorgerufen. Die DSB-Reparaturkapazität von Rad54-defizienten Zellen wird durch das 
zusätzliche Ausschalten von DNA-PKcs von 64 % auf 47 % deutlich reduziert. Somit wird 
der Rad54-Reparaturdefekt nach der DNA-PKcs-Inhibition um 17 % zusätzlich erhöht. Dies 
korreliert mit dem Reparaturdefekt, was in WT-Zellen nach Behandlung mit DNA-PKi 
hervorgerufen wird (20 %). Somit addiert sich in der Rad54-Mutante der schon vorhandene 
HR-Reparaturdefekt mit dem NHEJ-Reparaturdefekt, der durch die zusätzliche Inhibition von 
DNA-PKcs hervorgerufen wurde. Dieser Effekt ist auch zu erwarten, da durch das 
Ausschalten von DNA-PKcs in den HR-defizienten Zellen das NHEJ zusätzlich inaktiviert 
wurde und somit zwei unabhängige Reparaturwege defekt sind. 
Die Hemmung des DNA-PKcs führt in der Rad54-Mutante zu einer deutlichen Erhöhung des 
Reparaturdefekts in der G2-Phase. Dies zeigt, dass Rad54 und DNA-PKcs in der G2-Phase an 
unterschiedlichen Reparaturwegen beteiligt sind, was bereits in der Literatur beschrieben 
wurde (Shrivastav et al., 2008). Jedoch widersprechen diese Studien denjenigen, die in der 
vorliegenden Arbeit in Rad51/Ku80- und Rad54/Ligase4-defizienten Zellen beobachtet 
wurden (Abb. 4.17. und 4.18.). Um diese Diskrepanz aufklären zu können, wurden DNA-
PKcs bzw. ATM, eine HR-Komponente in der G2-Phase (Abb. 4.12) in NHEJ-Mutanten 
inhibiert. 
4.5.4 Epistasisanalysen mit dem ATM- und DNA-PKcs-Inhibitor bei NHEJ-Mutanten 
In den folgenden Experimenten wurde ATM, eine Komponente der langsamen Reparatur in 
der G1- und der G2-Phase (Abb. 4.12.), in NHEJ-Mutanten inhibiert. Dabei sollte untersucht 
werden, ob die ATM-Inhibition das Reparaturverhalten der NHEJ-Mutanten in der G2-Phase 
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Reparatureffizienz von 68 %. Die ATM-Inhibition verschlechtert die DSB-Reparatur von 
WT-Zellen um 17 %. Dies korreliert mit dem bereits gezeigten Reparaturdefekt einer ATM-
Mutante (Kap. 4.3.1. und 4.3.3.). In einer XLF-Mutante verbleiben von 38 strahleninduzierten 
DSBs 25 DSBs. Die ATM-Inhibition verursacht keinen zusätzlichen Reparaturdefekt bei der 
XLF-Mutante. Diese Beobachtungen sind mit der Annahme vereinbar, dass ATM, obwohl 
kein klassisches NHEJ-Protein, zum NHEJ in der G0/G1-Phase gehört (Riballo et al., 2004; 
Abb. 4.7. und 4.9.). 
In WT-Zellen verbleiben 18,5 DSBs in DNA-PKi-behandelten Zellen statt 5,4 DSBs in 
unbehandelten Zellen (Abb. 4.20.A). Somit wird die Reparatureffizienz von 85 % auf 43 % 
gesenkt. Der durch die DNA-PKcs-Inhibition hervorgerufene starke Reparaturdefekt bei WT-
Zellen korreliert mit dem Reparaturdefekt einer DNA-PKcs-Mutante in der G1-Phase (Kap. 
4.4.3.). 8 h nach Bestrahlung bleiben 26 DSBs in der DNA-PKi-behandelten bzw. 25 DSBs in 
der unbehandelten XLF-Mutante erhalten. Die Inhibition von DNA-PKcs verursacht in der 
G1-Phase keinen zusätzlichen Reparaturdefekt in XLF-defizienten Zellen. Dieses Ergebnis ist 
erwartungsgemäß, da XLF und DNA-PKcs als klassische NHEJ-Komponente an dem 
gleichen Reparaturweg beteiligt sind.  
In der G2-Phase (Abb. 4.20.B) werden in WT-Zellen 62 DSBs induziert, und davon bleiben 
15 DSBs bzw. 21 DSBs nach Behandlung mit ATMi unrepariert. Die Reparatureffizienz wird 
von 76 % auf 66 % vermindert. Somit verursacht die Inhibition von ATM auch eine 
Verminderung der DSB-Reparatur von WT-Zellen in der G2-Phase. Interessanterweise ist 
eine Erhöhung des schon starken Reparaturdefekts der XLF-Mutante nach ATMi-Behandlung 
zu beobachten, denn 8 h nach Bestrahlung verbleiben von 65 induzierten DSBs 51 DSBs nach 
der ATM-Inhibition gegenüber 38 DSBs in nicht inhibierten Zellen. Die stark verminderte 
Reparaturkapazität der XLF-Mutante wird durch die Wirkung von ATMi von 41 % auf 22 % 
noch zusätzlich reduziert. Diese Beobachtung zeigt, dass ATM und XLF an unterschiedlichen 
Reparaturwegen in der G2-Phase beteiligt sind. Dieses Ergebnis ist konsistent mit der 
Zuordnung von ATM zur HR in der G2-Phase (Abb. 4.12.). 
In der G2-Phase (Abb. 4.20.B) lassen die DNA-PKi-behandelten WT-Zellen 30 statt 15 DSBs 
in unbehandelten Zellen unrepariert, was eine Verschlechterung der Reparatur von 76 % auf 
52 % zur Folge hat. Letztere korreliert auch mit der Reparatureffizienz der DNA-PKcs-
Mutante in der G2-Phase (Kap. 4.4.3.). Die Inhibition der DNA-PKcs zeigt im beobachteten 
Zeitraum keinen wesentlichen Einfluss auf das Reparaturverhalten der XLF-Mutante. Es 
verbleiben 43 DSBs in DNA-PKi-behandelten XLF-defizienten Zellen gegenüber 38,6 DSBs 
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mit Aphidicolin für 15 min, 2 h, 4 h, 6 h und 8 h zur Reparatur bei 37° C inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen fixiert und mit γH2AX- und phosphoH3-spezifischen Antikörpern angefärbt. Die Auszählung der 
γH2AX-Foci in der G1- und G2-Phase erfolgte im Fluoreszenzmikroskop. Die in unbestrahlten Proben 
ermittelten Kontrollwerte (0,2-0,5 Foci in G1, 6-10 Foci in G2) wurden von den dargestellten Werten abgezogen. 
Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler aus mindestens vier Experimenten. Die in der Abbildung 
ungestrichelten Reparaturkurven entsprechen den unbehandelten Zelllinien und wurden bereits in der Abb. 4.16. 
dargestellt. WT steht für H2AX WT. 
 
In der G1-Phase (Abb. 4.21.A) verbleiben in ATMi-behandelten WT-Zellen 8 h nach 
Bestrahlung mit 2 Gy IR 11 DSBs statt 5 DSBs in unbehandelten Zellen (Kap. 4.3.5.2.). Die 
Inhibition von ATM verursacht somit eine Verschlechterung der DNA-Reparatur und damit 
einen Reparaturdefekt bei WT-MEFs. In Ligase4-defizienten Zellen bleiben sowohl ohne als 
auch mit ATM-Inhibition 25 DSBs von 39 induzierten DSBs erhalten. Die ATM-Inhibition 
hat somit keinen Einfluss auf das Reparaturverhalten. Dieses Ergenis ist mit der Zuordnung 
von ATM zum NHEJ in der G0/G1-Phase vereinbar (Riballo et al., 2004, Abb 4.12.). 
Die DSB-Reparatur in WT-Zellen wird auch durch die Inhibition von DNA-PKcs in der G1-
Phase vermindert. 11 DSBs bleiben in DNA-PKi-behandelten WT-MEFs gegenüber 5 DSBs 
in unbehandelten Zellen erhalten (Kap. 4.5.3.). Die Behandlung von der Ligase4-Mutante mit 
DNA-PKi hat im untersuchten Zeitraum keinen Einfluss auf deren Reparaturverhalten. 
Sowohl in der DNA-PKi-behandelten Ligase4-Mutante als auch in der unbehandelten 
Mutante verbleiben 25 DSBs. Dies entspricht den Erwartungen, da DNA-PKcs und Ligase4 
als klassische NHEJ-Proteine an einem gemeinsamen Reparaturweg beteiligt sind. 
Die Inhibition von ATM verursacht eine Verschlechterung der DSB-Reparatur bei WT-MEFs 
in der G2-Phase (Abb. 4.21.B). Diese lassen nach ATMi-Behandlung 21 DSBs gegenüber 10 
DSBs in unbehandeltem Zustand unrepariert (Kap. 4.3.5.2.). Interessanterweise erhöht sich 
der starke Reparaturdefekt der Ligase4-Mutante nach deren Behandlung mit ATMi. 8 h nach 
Bestrahlung verbleiben von 68 induzierten DSBs 52 DSBs nach ATMi-Behandlung 
gegenüber 42 DSBs in der unbehandelten Mutante. Das Ausmaß des durch ATMi verstärkten 
Reparaturdefekts in der Ligase4-Mutante (10 DSBs) korreliert nahezu mit demjenigen in 
ATMi-behandelten WT-Zellen (11 DSBs). Dies zeigt, dass ATM und Ligase4 in der G2-
Phase an unterschiedlichen Reparaturwegen beteiligt sind.   
Der DNA-PKcs-Reparaturdefekt wird in WT-Zellen simuliert (Abb. 4.21.B). Nach 
Behandlung mit DNA-PKi sind 23 DSBs gegenüber 10 DSBs in unbehandelten Zellen 8 h 
nach Bestrahlung vorhanden (Kap. 4.5.3.). In einer Ligase4-Mutante hat die Inhibition von 
DNA-PKcs keine Auswirkung auf die DSB-Reparatur in der G2-Phase. So verbleiben 43 
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DSBs nach DNA-PKi-Behandlung bzw. 42 DSBs in unbehandeltem Zustand unrepariert. Dies 
liegt an der Zugehörigkeit von Ligase4 und DNA-PKcs zum NHEJ. 
Die Inhibition von ATM verursacht eine Erhöhung des Ligase4-Reparaturdefekts in der G2-
Phase. Auch hier wird gezeigt, dass ATM und Ligase4 getrennte Wege in der G2-Phase sind. 
Dies bestätigt die Ergebnisse der ATM-Inhibition in der XLF-Mutante (Abb. 4.21.). Die 
Ergebnisse der Abb. 4.19., 4.20. und 4.21. zeigen, dass die doppelte NHEJ/HR-Deffizienz 
einen doppelten Reparaturdefekt in der G2-Phase verursacht. Diese stehen im Widerspruch 
mit denjenigen in der Abb. 4.17. und 4.18. Mögliche Gründe für diesen Widerspruch werden 
in dem Diskussionsteil dieser Arbeit erwähnt. Dennoch kann die Zelle einen minimalen 
Anteil an DSBs in der G2-Phase trotz Inhibition beider Hauptreparaturwege beseitigen. Dies 
lässt vermuten, dass andere Reparaturmechanismen in der Abwesenheit des NHEJ und die 
HR für die DSB-Reparatur einer Untermenge an DSBs zuständig sind. 
Zusammengefasst sind zur Reparatur von durch Röntgenstrahlung verursachte DSBs zwei 
Hauptreparaturwege vorhanden: das NHEJ und die HR. Das NHEJ ist der dominierende 
Reparaturweg sowohl in der G1- als auch in der G2-Phase, da mehr als 50 % der DSBs in 
NHEJ-Mutanten unrepariert bleiben (Kap. 4.4.). Dagegen zeigen HR-Mutanten keinen Defekt 
in der G1-Phase und können dennoch mehr als 50 % der DSBs in der G2-Phase beseitigen 
(Kap. 4.3.5.). Somit übernimmt HR in der G1-Phase keine Funktion und spielt eher eine 
untergeordnete Rolle in der G2-Phase. In NHEJ-Mutanten ist die schnelle Reparatur 
beeinträchtigt, somit stellt das NHEJ eine schnelle Komponente dar. In der G2-Phase wird nur 
eine Minorität an DSBs erst nach längeren Zeiten mit einer langsameren Kinetik repariert. In 
der G2-Phase zeigen HR-Mutanten einen kleinen Reparaturdefekt zu späteren Zeiten, 
deswegen ist HR ein langsamer Reparaturweg (Kap. 4.4.4.). ATM, Artemis, MDC-1 und 
53BP1 spielen eine bedeutende Rolle bei der langsamen Reparaturkomponente in der G1- und 
der G2-Phase. Sie werden für die Reparatur von 15–19 % der DSBs benötigt (Kap. 4.3.3.). 
Allerdings erfordert die Reparatur solcher DSBs in der G1- und der G2-Phase 
unterschiedliche Reparaturmehanismen. In der G1-Phase läuft deren Reparatur über NHEJ, 









Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Reparatur von strahleninduzierten DSBs bei 
verschiedenen mutierten Zelllinien in der G1- und G2-Phase des Zellzyklus analysiert. Diese 
Untersuchungen sollten Rückschlüsse auf die Bedeutung der einzelnen Reparaturproteine und 
der Anteil des NHEJ bzw. der HR an der strahleninduzierten DSB-Reparatur ermöglichen. In 
dieser Arbeit wurden DSBs durch Röntgenstrahlung erzeugt. Diese zählt zu den dünn 
ionisierenden Strahlungsarten und dadurch werden die entstandenen DSBs homogen im 
Zellkern verteilt. Zur Untersuchung der Reparatur von DSBs, wurde die γH2AX-
Immunfluoreszenzmikroskopie angewendet. Um dabei G1- und G2-Zellen voneinander 
unterscheiden zu können, wurden die Zellzyklusmarker CENP-F und phosphoH3 verwendet. 
Diese Zellzyklusmarker wurden in unterschiedlichen Spezies angewendet und markieren 
spezifisch die G2-Zellen (Abb. 4.1. und 4.2.). Die G1-Zellen zeigen weder für CENP-F noch 
für phosphoH3 ein positives Signal (Abb. 4.1. und 4.2.). Durch Bestrahlung werden in den 
Zellen Checkpoints aktiviert, die das Übertreten von geschädigten Zellen zur nächsten 
Zellzyklusphase verhindern können. Für die Untersuchung der G2-Zellen ist der Ausschluß 
der S-Phase besonders wichtig. In der S-Phase gibt es den intra S-Checkpoint. Dieser 
verhindert den Durchgang von S-Zellen in die G2-Phase durch Verlangsamen der DNA-
Replikation. Allerdings wird dieser Effekt bei Dosen < 5 Gy nicht erreicht (Merrick et al., 
2004). Die in dieser Arbeit verwendete Dosis betrug 2 Gy, somit kann die vollständige 
Aktivierung der intra S-Checkpoint nicht gewährleistet werden. Um den Übertritt bestrahlter 
S-Zellen in die G2-Phase zu verhindern, wurde Aphidicolin, ein Hemmer der DNA-
Polymerasen α und δ angewendet. Bei der Reparaturanalyse von G1-Zellen könnte zu 
späteren Zeitpunkten eine mögliche Durchmischung mit bestrahlten G2/M-Zellen nicht 
ausgeschlossen werden. Ein Vergleich der Reparaturwerte von G1- und G2-Zellen zeigte 
jedoch keinen wesentlichen Unterschied (Abb. 4.4.A und 4.4.B), somit kann angenommen 
werden, dass die Mehrheit der ausgewerteten G1-Zellen zur Zeit der Bestrahlung in der G1-
Phase waren. 
Die Verwendung von Inhibitoren der Replikation wie Aphidicolin verursacht die 
Phosphorylierung von H2AX in der S-Phase (Kurose et al., 2006). Da in der vorliegenden 
Arbeit die Reparatur in der G1- und G2-Phase im Mittelpunkt der Untersuchungen stand, ist 
die Phosphorylierung von H2AX durch Aphidicolin außer Acht zu lassen. Baumstark et al., 
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(1991) zeigten, dass die Anwesenheit von Aphidicolin jedoch zu einer verminderten 
Reparaturfähigkeit von Strangbrüchen führt. Dieser Effekt ist von der Konzentration der 
Chemikalie und der Inkubationszeit abhängig. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch kein 
Einfluss von Aphidicolin auf das Reparaturverhalten von WT-Zellen festgestellt werden 
(Abb. 4.4.). Da in den hier durchgeführten Experimenten nur eine Endkonzentration von 
1 µg/ml verwendet wurde, und in Baumstark et al. gezeigt wurde, dass der Effekt mit der 
Konzentration des Inhibitors zunimmt, scheint die hier verwendete Konzentration diesen 
Effekt noch nicht auszulösen. 
Im folgenden Kapiteln werden die einzelnen Ergebnisse im Vergleich mit der relevanten 
Literatur diskutiert und anschließend zusammengefasst. 
 
5.1. Vor- und Nachteile der γH2AX-Foci als Marker von DSBs 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde vor allem die γH2AX-Immunfluoreszenzmikroskopie zur 
Untersuchung der DSB-Reparatur strahleninduzierter DSBs verwendet. Dabei wurde die 
Anzahl an γH2AX-Foci im Zellkern bestimmt. Jeder γH2AX-Focus stellt ein DSB dar 
(Sedelnikova et al., 2002; Rothkamm und Löbrich, 2003). Es wird allgemein angenommen, 
dass die Quantifizierung von γH2AX-Foci eine sehr sensitive Methode zur Quantifizierung 
von DSBs nach Einwirkung von ionisierender Strahlung darstellt (Fernandes Capetillo et al., 
2004). Die DSB-Reparaturanalyse der untersuchten Zelllinien und vor allem der WT-Zellen 
zeigt, dass die Anzahl an γH2AX-Foci mit zunehmender Inkubationszeit abnimmt (Abb 4.7., 
4.9., 4.14.). Dies korreliert mit der Reparatur von DSBs in der Zelle mit zunehmender Zeit. 
WT-Zellen sind in der Lage die strahleninduzierten DSBs effizient zu beseitigen, denn die 
Anzahl der γH2AX-Foci ist nach 8 h Inkubationszeit sehr gering. In Zelllinien mit 
Defizienzen von Reparaturproteinen ist die verbliebene γH2AX-Focizahl relativ hoch (HR-
Mutanten, Abb 4.11.) oder sehr hoch (NHEJ-Mutanten, Abb. 4.13., 4.14., 4.16.). Diese 
Ergebnisse beweisen, dass die Kinetik der γH2AX-Foci zur Analyse der DSB-Reparatur in 
unterschiedlichen Zelllinien geeignet ist. Die γH2AX-Immunfluoreszenzmikroskopie kann 
auch in klinischen Studien verwendet werden, um die Empfindlichkeit der Zellen auf die 
Krebstherapie wie z.B. auf die Chemotherapie und die Radiotherapie vorherzusagen. Dazu 
werden Proben von verschiedenen Krebspatienten sowie von Kontrollpersonen auf die 
Reparatur von strahleninduzierten DSBs getestet. In manchen Fällen reagierten 
Krebspatienten sehr empfindlich auf die Strahlung, so zeigten ihre Zellen eine stark 
verminderte DSB-Reparatur gegenüber Zellen gesünder Patienten (Löbrich et al., 2005). 
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Allerdings stößt die γH2AX-Immunfluoreszenzmikroskopie in bestimmten Fällen an ihre 
Grenze. Bei allen untersuchten Reparaturzeiten war das γH2AX-Immunfluoreszenzsignal von 
der MDC-1-Mutante sehr schwach, so dass die Quantifizierung der γH2AX-Foci dabei 
erschwert wurde. So lassen sich die γH2AX-Foci in der MDC-1-Mutante nicht ohne 
Schwierigkeiten bestimmen (Kap. 4.3.3., Abb. 4.9.). Der Induktionswert einer MDC-1-
Mutante in der G1- und G2-Phase war stets niedriger als der von WT-Zellen (Abb. 4.9.). 
Höchstwahrscheinlich liegt es daran, dass MDC-1 mit γH2AX interagiert. Diese 
Wechselwirkung verstärkt das γH2AX-Signal am Ort des DSBs, was zum Einen die 
Schadensantwort beschleunigt (Lou et al., 2006; Stucki et al., 2005), und zum Anderen die 
Auswertung des γH2AX-Signals nach Immunfluoreszenzfärbung erleichtert. Der 
Induktionswert der ATM-Mutante war im Vergleich zu demjenigen von WT-Zellen ebenfalls 
niedriger (Abb. 4.7., 4.9.). Dies wurde bereits in Studien von Kühne et al., (2004) beobachtet. 
Dies liegt daran, dass H2AX sowohl von ATM als auch von DNA-PKcs phosphoryliert wird 
(Stift et al., 2004; Wang et al., 2005). In der Abwesenheit von ATM wird H2AX durch DNA-
PKcs phosphoryliert aber dies benötigt eine längere Zeit. Dies hat zur Folge, dass die 
Induktion von Zelllinien mit simultanen Defizienzen in ATM und DNA-Pkcs mit dieser 
Methode nicht ausgewertet werden kann. 
Außerdem ist die Reproduzierbarkeit dieser Methode vom Operator abhängig. Beispiele dafür 
sind die Protokolle, die für die Immunfluoreszenzfärbung in der vorliegenden Arbeit 
verwendet wurden. In MEFs war mit der Methanol/Aceton-Fixierung deutlich schönere 
ausgebildete Foci zu sehen, während bei menschlichen Zellen die Formaldehyd/Triton X-100-
Fixierung schönere Foci erzielte. Aber auch Unterschiede in der optischen Auflösung und der 
Belichtung des Mikroskops können die Detektion von kleinen Foci beeinträchtigen. 
Deswegen wurden DSB-Reparaturstudien in unserem Labor möglichst mit demselben Gerät 
und gleichen Einstellungen durchgeführt. Bei Dosen über 4 Gy ist das manuelle Auszählen 
von Foci nicht mehr möglich, da es zu einer Sättigung der γH2AX-Moleküle kommt. In 
diesem Fall kann das Reparaturverhalten erst nach längeren Inkubationszeiten analysiert 
werden. 
Zusammengefasst ist die γH2AX-Immunfluoreszenzmikroskopie geeignet, um die DSB-
Reparatur in der Zelle bei Dosen ≤ 2 Gy einwandfrei verfolgen zu können. Bei höheren Dosen 
kommt es zu einer Sättigung der γH2AX-Moleküle und die Genauigkeit der Auswertung kann 
zu den kürzeren Reparaturzeiten nicht mehr gewährleistet werden. Die Reparatur von 
Zelllinien mit Defizienzen in Reparaturproteinen, die mit γH2AX direkt wechselwirken, unter 
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anderem MDC-1 und teilweise ATM, soll mit dieser Methode voll Bedacht durchgeführt 
werden.  
 
5.2. Analyse der Reparatureffizienz der unterschiedlichen WT-Zelllinien 
In dieser Arbeit wurde die DSB-Reparatur von unterschiedlichen WT-Zelllinien untersucht. 
Diese zeigen einige Abweichungen in ihrem Reparaturverhalten. Primäre menschliche WT-
Fibroblasten wie MRC-5 und HSF-1 zeigen eine Reparatureffizienz von 90 % in der G1- und 
84 % in der G2-Phase (Kap. 4.3.1, Abb. 4.7.). Im Vergleich dazu weisen immortalisierte 
primäre menschliche WT-Fibroblasten wie 82-6 hTert eine Reparatureffizienz von 85 % in 
der G1- und 76 % in der G2-Phase auf (Kap. 4.4.1, Abb. 4.14.). Im Unterschied zu MRC-5 
und HSF-1 wird 82-6 hTert mit der katalytischen Einheit des Telomerase-Gens transfiziert. 
Die Expression dieser katalytischen Einheit wirkt der Telomereverkürzung als Folge des 
Zellalterungsprozesses entgegen und damit können die Zellen länger kultiviert werden. Diese 
Unterschiede in der Reparatureffizienz beider menschlichen WT-Fibroblasten deuten darauf 
hin, dass die Veränderung des genetischen Hintergrunds einen Effekt auf das 
Reparaturvermögen der Zelle haben könnte. Es hieße, dass die Immortalisierung der 
menschlichen Fibroblasten aufgrund deren Transfektion mit der katalytischen Untereinheit 
des Telomerase-Gens eine negative Auswirkung auf ihrer Reparatureffizienz, möglicherweise 
durch Modifikation des Chromosomensatzes, hätte. Jedoch belegt eine Studie, dass die 
Immortalisierung dieser Zellen zu keiner chromosomalen Instabilität führt (Sharma et al., 
2003). Einige Reparaturproteine wie Ku70 und Ku80 assoziieren mit den Telomeren und 
spielen eine Rolle in der Telomerestabilität (Gravel und Wellinger, 2002; Baumann und Cech, 
2000). Es könnte durchaus möglich sein, dass die Überexpression der Telomerase die 
Bindung von Ku70/Ku80 zu den Telomeren vermindert und dadurch einen negativen Einfluss 
auf die DSB-Reparatur hat. Dies könnte erklären, warum die Reparatureffizienz der 82-6 
hTert-Zellen niedriger als die von nicht immortalisierten menschlichen Fibroblasten MRC-5 
und HSF-1 in der vorliegenden Arbeit ist. Andere Studien widersprechen dieser Annahme 
(Rubio et al., 2002; Kampinga et al., 2004). So zeigten diese Autoren, dass die DSB-
Reparatur nach Gamma-Strahlung in immortalisierten hTert- und normalen Hautfibroblasten 
ähnlich war. Das unterschiedliche Reparaturvermögen zwischen den hier untersuchten 
menschlichen Fibroblasten könnte auch an unterschiedlichen Strahlensensitivitäten dieser 
Zellen liegen. Tatsächlich korreliert die Strahlensensitivität einer Zelllinie meist mit ihrem 
Reparaturvermögen (Saleh und El-Awady, 2005; Schwartz et al., 1996). Je sensitiver eine 
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Zelle gegenüber ionisierender Strahlung ist, desto schlechter kann sie DSBs beseitigen. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurden jedoch keine Überlebensexperimente von beiden menschlichen 
WT-Fibroblasten durchgeführt, um diese Annahme verifizieren zu können. 
Die untersuchten menschlichen WT-Fibroblasten zeigen untereinander eine bis zu 10 %ige 
Abweichung in ihr DSB-Reparaturverhalten. Dies hat zur Folge, dass der beobachtete 
Reparaturdefekt von XLF-Mutanten gegenüber WT-Zellen in immortalisierten menschlichen 
Fibroblasten kleiner ist als in nicht immortalisierten menschlichen Fibroblasten (vergleiche 
Abb. 4.13. und 4.14.). 
 
5.3. DSB-Reparatur: NHEJ versus HR 
5.3.1. Der Anteil von NHEJ und HR an der Reparatur von strahleninduzierten DSBs 
Die Reparatur strahleninduzierter DSBs läuft über das NHEJ und die HR ab. Beide 
Reparaturwege lassen sich durch ihre Spezifizität und Aktivität charakterisieren. In der 
vorliegenden Arbeit wurde die DSB-Reparatur von NHEJ- und HR-Mutanten analysiert, um 
den genauen Anteil beider Mechanismen an der DSB-Reparatur in der G1- und besonders in 
der G2-Phase bestimmen zu können. 
In der G1-Phase zeigen Mutanten des NHEJ bereits zu frühen Reparaturzeiten einen sehr 
starken Reparaturdefekt (Abb. 4.13.A, 4.14.A, 4.15A und 4.16.A), denn mehr als 50 % der 
strahleninduzierten DSBs bleiben unrepariert. Dies deutet darauf hin, dass das NHEJ den 
größten Anteil an der DSB-Reparatur in der G1-Phase hat. Diese Ergebnisse sind konsistent 
mit anderen Studien, die zeigten, dass NHEJ-Mutanten in der G1- und frühen S-Phase am 
stärken strahlenempfindlich waren (Rothkamm et al., 2003; Hinz et al., 2005). NHEJ-
Mutanten verfügen über eine effiziente HR, dennoch ihr großer Reparaturdefekt in der G1-
Phase weist darauf hin, dass sie in der G1-Phase nicht aktiv ist. Tatsächlich wurde gezeigt, 
dass HR-defiziente Hamster CHO-Zellen in der G1-Phase am stärksten strahlenresistent 
waren (Rothkamm et al., 2003; Hinz et al., 2005). Dies korreliert mit der normalen DSB-
Reparatureffizienz von HR-defizienten Zellen in der G1-Phase (Abb. 4.11.A). Es wird 
angenommen, dass die HR in der G1-Phase in Säugerzellen unterdrückt wird (Sonoda et al., 
2006; Shrivastav et al., 2008). Dies läßt sich damit erklären, dass in der G1-Phase keine 
Schwesterchromatid zur Verfügung steht und somit HR unwahrscheinlich ist. Auf der anderen 
Seite hätte die Zelle in der G1-Phase theoretisch die Möglichkeit, das homologe Chromosom 
als Matrize für die Reparatur des geschädigten Strangs zu verwenden, aber homologe 
5. Diskussion             
100 
 
Chromosomen, im Gegensatz zu Schwesterchromatiden, zeigen zueinander keine 100 %ige 
Übereinstimung. Somit könnte die Gefahr einer Genkonversion, die zu chromosomalen 
Rearrangements führen könnte, nicht vollständig abgeschlossen werden. Die Verwendung 
von homologen Sequenzen wäre auch möglich für die Zelle in der G1-Phase. Tatsächlich 
verfügt das Genom von Säugern über zahlreiche wiederholende Sequenzen. Jedoch wurde 
gezeigt, dass pflanzliche und tierische Zellen homologe Sequenzen nur selten verwenden 
(Johnson und Jasin, 2000; Puchta et al., 2005; Shalev et al., 1997). Dies hat zur Folge, dass 
ungeeignete Rekombination, die zu genomischen Rearrangements und die Karzinogenese 
führen könnte, somit deutlich reduziert wird. 
In der G2-Phase sind sowohl NHEJ als auch HR aktiv. Dadurch kann vermutet werden, dass 
beide Reparaturmechanismen einen ähnlichen Anteil an der DSB-Reparatur übernähmen. 
Jedoch weisen NHEJ-Mutanten auch einen starken Reparaturdefekt in der G2-Phase auf 
(Abb. 4.13.B, 4.14.B, 4.15B und 4.16.B). Im Vergleich dazu zeigen HR-Mutanten einen 
weitaus geringeren Reparaturdefekt (Abb. 4.11.B, 4.17.B). Alle untersuchten NHEJ-
defizienten Fibroblasten mit Ausnahme der Ligase4-defizienten MEFs weisen eine um bis zu 
8 % verbesserte Reparatureffizienz in der G2- verglichen zu der G1-Phase auf (Kap. 4.4.). 
Dagegen ist in WT-Zellen die Reparatureffizienz der Zellen in beiden Zellzyklusphasen 
ähnlich (WT-MEFs, Kap. 4.3.3.) oder die G2-Zellen weisen eine etwa schlechtere 
Reparatureffizienz als G1-Zellen auf (menschliche WT-Fibroblasten, Kap. 4.3.1. und 4.4.1.). 
Dies deutet darauf hin, dass die verbesserte Reparatur von NHEJ-defizienten Zellen in der 
G2-Phase auf die HR zurückzuführen ist. Aus den Reparaturstudien in NHEJ- und HR-
Mutanten kann geschlussgolgert werden, dass das NHEJ die dominante Rolle in der G2-Phase 
und HR eher eine untergeordnete Funktion in der DSB-Reparatur übernimmt. Diese Annahme 
ist konsistent mit Überlebensstudien, die zeigten, dass NHEJ-defiziente Zellen über den 
gesamten Zellzyklus strahlenempfindlich waren, dennoch waren sie in der G2-Phase leicht 
strahlenresistenter als in der G1-Phase (Rothkamm et al., 2003). 
Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass das NHEJ der 
Hauptreparaturweg strahleninduzierter DSBs sowohl in der G1- als auch der G2-Phase in 
menschlichen und murinen Zellen ist. Die dominante Rolle vom NHEJ in der G1- und G2-
Phase wurde mittlerweile von einem anderen Arbeitsgruppe bestätigt (Mao et al., 2008). 
Diese Autoren transfizierten menschliche Zellen mit Vektoren, die GFP-basierende NHEJ- 
bzw. HR-Reporter sowie Erkennungssequenzen für die selten schneidende Endonuklease I-
SceI enthielten. Nach der stabilen Integration des jeweiligen Vektors ins Chromosom wurden 
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die Zellen mit zwei Plasmide cotransfiziert, die jeweils für die I-SceI-Endonuklease und 
DsRed codieren. Die Expression der I-SceI-Endonuklease führt zur Induktion von DSBs, die 
durch NHEJ oder HR je nach Reporter behoben werden. Dies hat zur Folge, dass GFP 
exprimiert wird. Somit markierte jede GFP positive Zelle ein DSB-Reparaturerreignis. Die 
Transfektion mit DsRed (Rote fluoreszierende Protein) diente als Nachweis für eine effiziente 
Zelltransfektion. Das Verhältnis von GFP positiven Zellen zu DsRed positiven Zellen stellt 
die Transfektionseffizienz des NHEJ bzw. der HR dar. Durch diese generierten NHEJ- und 
HR-Fluoreszenzreporter konnten diese Autoren HR- und NHEJ-Erreignisse quantitativ 
messen. Sie beobachteten die stärkste Aktivierung des NHEJ in der G2- und nicht der G1-
Phase und die maximale Aktivierung der HR in der S-Phase nimmt in der G2-Phase, im 
Vergleich zur S-Phase wieder ab. Erstere konnte in dieser Arbeit nicht geschlussfolgert 
werden, da die Reparatureffizienz von NHEJ-Mutanten in der G2-Phase gleich oder leicht 
besser als in der G1-Phase war (Kap. 4.4.1. und 4.4.3.). Letztere konnte in dieser Arbeit nicht 
überprüft werden, da die DSB-Reparatureffizienz von S-Zellen nicht analysiert wurde, und 
damit konnte keinen Vergleich der Reparatureffizienz zwischen S- und G2-Zellen stattfinden. 
Die maximale Aktivierung der HR in der S-Phase ist durchaus vorstellbar, da die HR für die 
Reparatur von DNA-Schäden, die beim Arrest der Replikationsgabel entstehen, benötigt wird 
(Rothkamm et al., 2003; Saintigny et al., 2001; Arnaudeau et al., 2001). Bei diesem Prozess 
entstehen DSBs mit einem einzigen Bruchende, die unwahrscheinlich durch NHEJ beseitigt 
werden können. Interessanterweise dominiert das NHEJ selbst bei höchster HR-Aktivität in 
der S-Phase (Mao et al., 2008). 
Wie im Kapitel 4.4.4. beschrieben, lässt sich die DSB-Reparaturkinetik von G1- und G2-
Zellen durch eine schnelle und eine langsame Reparaturphase charakterisieren. Dies wurde 
auch in anderen Studien für G1-Zellen gezeigt (Löbrich et al., 1995; Wu et al., 2008). 
Innerhalb der ersten 4 h nach Bestrahlung wird die Mehrheit der DSBs in der G1- und G2-
Phase beseitigt, denn zu diesem Zeitpunkt bleiben in NHEJ-Mutanten mehr als 50 % der 
DSBs unrepariert, wogegen HR-Mutanten einen ähnlichen Reparaturverlauf wie WT-Zellen 
zeigen (Kap. 4.4.4.). Diese Beobachtungen lassen darauf schließen, dass NHEJ die schnelle 
Komponente der Reparatur ist. Dies wurde auch in anderen Studien beobachtet, die zeigten, 
dass die Mehrheit der DSBs in einem Intervall von 5–30 min (Hefferin et al., 2005; Lieber et 
al., 2004) bis 2 h (Rothkamm et al., 2003; Kühne et al., 2004) entfernt werden. In den 
weiteren 4 h nach Bestrahlung werden weitere 10–18 % der DSBs in der G1- und G2-Phase in 
WT-Zellen beseitigt (Kap. 4.4.4.). In diesem Zeitintervall verbleiben bis zu 15 % der DSBs in 
ATM-, Artemis-, MDC-1- und 53BP1-Mutanten unrepariert (Kap. 4.4.4.). Dies deutet darauf 
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hin, daß an der langsamen Reparaturphase in der G1-Phase die ATM-Epistaseproteine (ATM, 
Artemis, MDC-1 und 53BP1) involviert sind. Dies wurde bereits für diese Proteine mit 
Ausnahme von MDC-1 beschrieben (Riballo et al., 2004). In der G2-Phase dagegen wird die 
langsame Reparatur durch HR-Faktoren, darunter auch die ATM-Epistaseproteine, 
übernommen. Somit stellt die HR eine langsame Reparaturkomponente dar. Auch Mao et al, 
(2008) beobachteten, dass das NHEJ ein schnellerer Reparaturprozess als die HR in 
menschlichen Zellen ist. 
Säugerzellen bevorzugen das NHEJ für die DSB-Reparatur (Iliakis et al., 2004). Eine 
Ausnahme stellen jedoch Hühner DT-40-Zellen dar, die durch Genkonversion zum größten 
Teil HR benutzen. (Sonoda et al., 2006). Dies mag daran liegen, dass diese Zellen über eine 
sehr kurze G1-Phase, im Gegensatz zu anderen Säugerzellen, verfügen und deshalb die Zahl 
der G1-Zellen sehr begrenzt ist (etwa 20 %). In anderen Säugern repräsentieren G1-Zellen 
mehr als die Hälfte der Zellpopulation und es ist durchaus vorstellbar, dass Hühner DT-40-
Zellen die HR als Hauptalternative aussuchen. Aufgrund ihrer erhöhten HR-Rate sind sie für 
Gene-Targeting-Experimente besonders gut geeignet (Sonoda et al., 2001). Warum fast alle 
Säugerzellen das NHEJ trotz der fehlerhaften Reparatur gegenüber der HR bevorzugen, 
könnte an unterschiedlichen Gründen liegen. Zum einen sind die an NHEJ beteiligten 
Proteine weniger zahlreich und der Reparaturmechanismus ist weniger komplex. Außerdem 
kann die fehlerhafte Reparatur toleriert werden, da nur ein kleiner Teil des Genoms über 
codierende Bereiche verfügt. Somit bleiben Deletionen oder Insertionen, verursacht durch 
NHEJ, in nicht codierenden Bereichen meist ohne große Konsequenzen für den Organismus. 
Die HR dagegen benötigt Energie im Form von ATP für die Bildung und die Stabilisierung 
des Rad51-Nukleoproteinfilaments und für die Stranginvasion. Im Gegensatz zu NHEJ sind 
zahlreiche Proteine an der HR beteiligt, deren Funktionen bisher noch nicht vollständig 
geklärt worden sind. Außerdem führt eine fehlerhafte Rekombination zu der Karzinogenese 
und der Zellalterung (Lieber et al., 2004). Aus diesen Gründen stellt das NHEJ für 
Säugerzellen eine sichere Alternative zur Vorbeugung von genomischen Rearrangements dar. 
5.3.2. Vergleich des Ausmaßes der Reparaturdefekte unterschiedlicher NHEJ- und HR-
Mutanten 
5.3.2.1. Vergleich des Ausmaßes der Reparaturdefekte von Ku80-, DNA-PKcs- und 
Ligase4-defizienten MEFs 
In dieser Arbeit wurde die DSB-Reparatur von Zellen, die für klassische NHEJ-Proteine wie 
Ku80, DNA-PKcs und Ligase4 mutiert sind, analysiert. Diese Zellen weisen einen starken 
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Reparaturdefekt, der charakteristisch für klassische NHEJ-Mutanten ist, auf (Abb. 4.16). 
Dennoch war dieser Reparaturdefekt in NHEJ-defizienten MEFs unterschiedlich stark 
ausgeprägt. Die Ku80-Mutante zeigt im Vergleich zu der DNA-PKcs-Mutante einen stärkeren 
Reparaturdefekt (Abb. 4.16.). Dies deutet darauf hin, dass Ku80 eine wichtigere Funktion als 
DNA-PKcs übernehmen könnte. Dies mag erstaunlich sein, da DNA-PKcs zusammen mit 
Ku70 und Ku80 den DNA-PK-Komplex bilden. Dadurch wäre durchaus vorstellbar einen 
ähnlichen Reparaturdefekt in beiden Mutanten zu beobachten. Das bessere Reparaturverhalten 
der DNA-PKcs-Mutante könnte daran liegen, dass DNA-PKcs zwar eine Kernkomponente 
des NHEJ ist, aber für die direkte Reparatur von strahleninduzierten DSBs nicht zwingend 
erforderlich ist (Smith und Jackson, 1999). Es wird vermutet, dass DNA-PKcs die DSB-
Reparatur durch Phosphorylierung und Stimulation weiterer Faktoren, die an die Bruchenden 
rekrutiert werden, lediglich erleichtert (Kurimasa et al., 1999). Durch Autophosphorylierung 
aktiviertes DNA-PKcs rekrutiert das Ligase4/XRCC4-Komplex an die Bruchenden. In der 
Abwesenheit von DNA-PKcs sollte auch die stattfinden können. Tatsächlich wurde 
veröffentlicht, dass Ku das Ligase4/XRCC4-Komplex direkt zu den Bruchenden rekrutieren 
kann (Nick McElhinny et al., 2000). Dies lässt vermuten, dass DNA-PKcs zwar für das NHEJ 
wichtig ist, aber in seiner Abwesenheit die DSB-Reparatur langsamer ablaufen kann. 
Der Ku80-Reparaturdefekt war auch stärker als derjenige von Ligase4 (Abb. 4.16.). Dadurch 
wird vermutet, dass Ku80 eine wichtigere Rolle als Ligase4 im NHEJ übernimmt. Diese 
Hypothese ist durchaus vertretbar, falls betrachtet wird, dass Ku für seine hohe 
Bindungsaffinität an DSB-Enden bekannt ist und diese erfordert keine Beteiligung von 
anderen NHEJ-Proteinen (Yano et al., 2009). In der Abwesenheit von Ku wird das NHEJ 
unterbunden, dann Ku scheint unersetzbar zu sein. Im Widerspruch dazu sind Ku80 in 
Gegensatz zu Ligase4-Knockout Maüse lebensfähig (Pierce et al., 2001; Van Gent et al., 
2001). Dies stellt ein Widerspruch zu der Annahme, dass Ku80 wichtiger als Ligase4 sei. 
Auch biochemische Studien konnten zeigen, dass die Ligationsaktivität der Ligase4 in 
Abwesenheit von Ku möglich ist (Gu et al., 2007). In dieser Studie wurden Doppelsträngige 
Oligonukleotide, die eine Lückenstelle für einen Nukleotid auf dem einen DNA-Strang 
enthielten, synthetisiert. Die Lückenstelle wurde radioaktiv markiert und die Oligonukleotide 
wurden mit dem Ligase4/XRCC4-Komplex und mit bzw. ohne Ku inkubiert. Anschließend 
wurden die Oligonukleotide sequenziert. Es wurde beobachtet, dass der Ligase4/XRCC4-
Ligationskomplex in der Abwesenheit von Ku fähig war, die DNA-Strangenden trotz der 
Nukleotidlücke miteinander zu ligieren. Die Anwesenheit von Ku stimuliert hauptsächlich 
den Ligationsschritt. Die DSB-Erkennung durch Ku und die Ligation der Bruchenden durch 
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das Ligase4/XRCC4-Komplex sind wichtige NHEJ-Prozesse und somit sind Ku80 oder 
Ligase4 unverzichtbar. Eine mögliche Erklärung für den etwa stärkeren Ku80-
Reparaturdefekt gegenüber demjenigen der Ligase4-Mutante könnte daran liegen, dass andere 
Ligasen in der Abwesenheit von Ligase4 einen minimalen Anteil an DSBs ligieren können. 
Mögliche Kandidaten sind Ligase1 oder Ligase3. Untersuchungen der V(D)J-Rekombination, 
die das NHEJ für die Entfernung der bei der Antikörperherstellung generierten DSBs 
verwendet, zeigten, dass die Ligation der DSB-Enden in der Abwesenheit von Ligase4 durch 
Ligase1 und Ligase3 erfolgen kann (Corneo et al., 2007). Weiterhin konnte in Ligase4-
defizienten MEFs gezeigt werden, dass ein minimaler Anteil an strahleninduzierten DSBs 
beseitigt wurde. Dies wird jedoch bei der Depletion von Ligase3 mittels siRNA bis zu 80 % 
vermindert (Wang et al., 2005). Diese Beobachtungen lassen hindeuten, dass ein sehr kleiner 
Anteil der DSB-Enden in der untersuchten Ligase4-defizienten MEFs (Abb. 4.16.) durch 
Ligase1 oder Ligase3 ligiert werden können und deswegen könnte der Ligase4-
Reparaturdefekt etwas schwächer verglichen mit dem Ku80-Reparaturdefekt sein. 
Zusammengefasst weist die Ku80-Mutante den stärksten Reparaturdefekt gegenüber der 
Ligase4- und DNA-PKcs-Mutante. Dies mag daran liegen, dass Ku als NHEJ-Sensor wirkt. 
Erst durch die Ku-Bindung an den Bruchenden wird NHEJ initiiert. DNA-PKcs, obwohl ein 
wichtiger NHEJ-Faktor, scheint eher diesen Prozess zu stimulieren, sodass in seiner 
Abwesenheit NHEJ vermindert aber nicht verhindert wird. Dadurch weist die DNA-PKcs-
Mutante eine bessere DSB-Reparatur gegenüber den anderen NHEJ-Mutanten auf. Defizienz 
in der Ligase4 kann minimal durch Ligase1 oder Ligase3 kompensiert werden. Dies mag 
daran erklären, warum die Ligase4-Mutante eine leicht verbesserte DSB-Reparatur gegenüber 
der Ku80-Mutante aufweist.  
5.3.2.2. Vergleich des Ausmaßes der Reparaturdefekte von XRCC2- und Rad54-
defizienten MEFs    
Ähnlich wie bei NHEJ-Mutanten gibt es Unterschieden in Ausmaß des Reparaturdefekts der 
in dieser Arbeit untersuchten HR-Mutanten. Rad54- und XRCC2-Mutanten zeigen in der G2-
Phase einen kleinen Reparaturdefekt (Abb. 4.11.B). Jedoch war der Reparaturdefekt der 
Rad54-Mutante etwas ausgeprägter als derjenige einer XRCC2-Mutante (Abb. 4.11.B). Dies 
könnte darauf hindeuten, dass Rad54 eine wichtigere Rolle als XRCC2 in der HR übernimmt. 
Der Unterschied im Reparaturverhalten beider HR-Mutanten könnte womöglich mit derer 
Funktion in der HR korrelieren. XRCC2 ist ein Paraloge von Rad51, das die zentralle Rolle in 
der HR übernimmt. Die HR wird durch die Bindung von Rad51 an den RPA-besetzten DNA-
Enden, gefolgt von der Bildung des Rad51-Nukleoproteinfilaments initiiert. Danach erfolgt 
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ein Strangaustausch zwischen dem Rad51-Nukleoproteinfilament und der unbeschädigten 
DNA-Matrix. Dieser Schritt wird jedoch ineffizient durch Rad51, im Gegensatz zu seinem 
bakteriellen Homologe RecA, reguliert (Roca und Cox, 1997). Dies hat zur Folge, dass die 
Strangaustauschaktivität deutlich vermindert wird (Baumann et al., 1996; Gupta et al., 1997). 
Diese Rekombinaseaktivität von Rad51 kann durch XRCC2 deutlich unterstützt werden 
(Shim et al., 2004). Diese Beobachtungen zeigen, dass XRCC2 an der HR-Initiation beteiligt 
sein sollte. Rad51 bildet nukleare Foci als Antwort auf einen DSB in der Zelle. Es wurde 
gezeigt, dass in Abwesenheit von XRCC2, die Rad51-Focibildung nur sehr langsam und 
verzögert erfolgt (Liu et al., 2002). Dies deutet darauf hin, dass XRCC2 für die schnelle 
Rad51-Focibildung und damit die HR-Initiation essentiell ist. Ist diese einmal erfolgt, kann 
die HR auch ohne XRCC2 fortgesetzt werden. In der XRCC2-Abwesenheit sollte dennoch die 
HR, wenn auch verlangsamt, stattfinden können. Außerdem konnte bisher keine direkte 
Interaktion zwischen Rad51 und XRCC2, im Gegensatz zu XRCC3, ein anderer Rad51-
Paraloge, nachgewiesen werden (Liu et al., 1998; Liu et al., 2002). All diese Beobachtungen 
deuten darauf hin, dass XRCC2 keine Hauptkomponente der HR ist. Dies mag erklären, 
warum der XRCC2-Reparaturdefekt relativ klein ist (Abb. 4.11.). 
Im Gegensatz zu XRCC2 ist Rad54 an allen HR-Schritte beteiligt. Rad54 und Rad52 
stimulieren die Entfernung des gebundenen RPA an den einzelsträngigen DSB-Enden und die 
anschließende Bindung von Rad51 an diesen Enden (Wolner et al., 2003; Sung et al., 2003). 
Weiterhin bildet Rad54 mit dem Rad51-Nukleoproteinfilament einen Co-Komplex, der die 
Stabilisierung des Nukleoproteinfilaments ermöglicht (Mazin et al., 2003). Zahlreiche Studien 
haben eine physikalische Interaktion zwischen Rad54 und Rad51 bereits beschrieben (Tan et 
al., 1999; Clever et al., 1997; Golub et al., 1997). Diese Beobachtungen zeigen, dass Rad54 
an der HR-initiation, der erste HR-Schritt beteiligt ist. Nach der HR-Initiation invadiert das 
Rad51-Nukleoproteinfilament auf der Suche nach Homologien auf der unbeschädigten DNA-
Matrize mit anschließender Bildung von Hollidays-Junctions. Dieser zweite Schritt der HR 
wird durch die Rad52-Epistasisgruppe, zu der auch Rad54 gehört, stimuliert (Solinger et al., 
2001). Rad54 als Topoisomerase induziert negative Superspiralisierung in der DNA-Matrize, 
was die Basenpaarung innerhalb der DNA-Matrize negativ beeinflusst. Dadurch könnte der 
Strangaustausch zwischen dem Rad51-Nukleoproteinfilament und der DNA-Matrize 
erleichtert werden (zusammengefasst in Heyer et al., 2006). Dies zeigt, dass Rad54 auch an 
diesen zweiten Schritt der HR beteiligt ist. Der dritte und letzte Schritt der HR ist die 
Branchmigration, die Auflösung von Hollidays-Junctions gefolgt von der DNA-Synthese- und 
Ligation. Für Rad54 ist eine Funktion bei der Erhöhung der Geschwindigkeit der 
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Strangmigration während des Strangaustauschs beschrieben (Solinger et al., 2001). Auch nach 
dem Strangaustausch ist Rad51 an dem Heteroduplex-DNA-Produkt gebunden und dissoziiert 
anschließend von diesen, un den Zugriff von Polymerasen zu erlauben. Allerdings läuft diesen 
Prozess bei Rad51, im Gegensatz zu seinem bakteriellen Homologe RecA, sehr langsam ab 
(Bianco et al., 1998). Studien lassen vermuten, dass Rad51 von Rad54 in diesem Prozess 
unterstützt wird, da Rad54 die Dissoziation von Rad51 von der doppelsträngigen 
Heteroduplex-DNA befördert (Solinger et al., 2002). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, 
dass Rad54 auch an dem dritten und letzten Schritt der HR beteiligt ist. Die Teilnahme von 
Rad54 an allen Schritten der HR, seine Interaktion mit Rad51 und seine unterstützende Rolle 
in der Rad51-Aktivität führen zu der Annahme, dass Rad54 eine Hauptkomponente der HR 
ist. Dies mag erklären, warum die Rad54-Mutante einen höheren Reparaturdefekt als andere 
HR-Mutante in der G2-Phase aufweist (Abb. 4.11.B). 
Zusammengefasst ist der Reparaturdefekt der Rad54-Mutante stärker ausgeprägt im Vergleich 
zu demjenigen der XRCC2-Mutante. Dies mag daran liegen, dass Rad54, im Gegensatz zu 
XRCC2, an allen wichtigen Schritten der HR beteiligt ist.  
5.3.3. Analyse des unterschiedlichen Reparaturverhaltens in NHEJ/HR-defizienten 
Zellen 
Im Kap. 4.5. wurde die DSB-Reparatur von verschiedenen NHEJ/HR-defizienten Zellen 
untersucht. Ziel der Experimente war die Auswirkung auf der DSB-Reparatur von Zellen, in 
denen beide Hauptreparaturwege, insbesondere in der G2-Phase, unterdrückt wurden, zu 
analysieren. Es wird im Allgemeinen angenommen, dass NHEJ und HR zwei unterschiedliche 
Reparaturmechanismen in der G2-Phase sind. Daher sollte die simultane Unterdrückung 
beider Mechanismen zu einem resultierenden NHEJ/HR-Reparaturdefekt in den betroffenen 
Zellen führen. Dies trifft bei Rad54/DNA-PKcs-defizienten Zellen zu (Abb. 4.19.), in denen 
der resultierende Reparaturdefekt sich aus den einzelnen Rad54- und DNA-PKcs-
Reparaturdefekten zusammenaddiert. Dies ist konsistent mit der Erhöhung der 
Strahlenempfindlichkeit, die in Rad54/Scid-defizienten Zellen im Vergleich zu Rad54- und 
Scid-defizienten Zellen beobachtet wurde (Essers et al., 2000). Scid-Mäuse sind End-Joining 
defekt. Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass Ku80/Rad51- 
und Ligase4/Rad54-defizienten Zellen keinen additiven Reparaturdefekt im Vergleich zu den 
jeweiligen einzelnen Mutanten aufweisen (Abb. 4.17., 4.18.). Ku80/Rad51- bzw. 
Ligase4/Rad54-defiziente Zellen zeigen ein beinahe ähnliches Reparaturverhalten wie Ku80- 
bzw. Ligase4-defiziente Zellen. Diese Beobachtung ist unerwartet, denn sie bedeutet, dass die 
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Inhibierung der HR in diesen Doppelmutanten keine Auswirkung zu haben scheint. Eine 
mögliche Erklärung für diese Diskrepanz in den untersuchten Doppelmutanten könnte die 
Tatsache sein, dass der Ku80- und Ligase4-Reparaturdefekt so stark ist, dass es den kleinen 
HR-Reparaturdefekt in den betroffenen Doppelmutanten unterdrückt. Dies ist bei der 
Ligase4/Rad54-Doppelmutante am besten zu sehen, da diese eine verschlechtere 
Reparatureffizienz (32 %, Kap. 4.5.2.) gegenüber der Ligase4-Mutante (38 %, Kap. 4.5.2.) in 
der G2-Phase aufweist. Dies bedeutet, dass die um 6 % verschlechterte Reparatureffizienz der 
Ligase4/Rad54-Doppelmutante gegenüber der Ligase4-Mutante auf die Anwesenheit von 
Rad54 zurückzuführen ist. Dennoch ist dieser Effekt deutlich schwächer als der Rad54-
Reparaturdefekt (19 %, Kap. 4.5.2.). Dagegen ist der DNA-PKcs-Reparaturdefekt deutlich 
schwächer als derjenige von Ligase4 und Ku80 (Abb. 4.16.). Studien in unserem Labor haben 
gezeigt, dass DNA-PKcs-inhibierte Zellen nach längeren Reparaturzeiten beinahe das Niveau 
von WT-Zellen in der G2-Phase erreichen (Beucher et al., 2009). Dies ist nicht der Fall in 
NHEJ-defizienten Zellen (Dr. Nicole Denzer, persönliche Mitteilung). Aus diesen 
Beobachtungen kann angenommen werden, dass der DNA-PKcs-Reparaturdefekt nicht stark 
genug ist, um den kleinen HR-Reparaturdefekt in der betroffenen Doppelmutante verdrängen 
zu können. Gegen diese Vermutung spricht jedoch das Ergebnis der ATM inhibierten 
Ligase4-Mutante, denn hier konnte in dieser Arbeit eine Erhöhung des Reparaturdefekts in 
der G2-Phase gezeigt werden (Abb. 4.21.B). Diese Erhöhung korreliert mit dem 
Reparaturdefekt von ATM-defizienten Zellen (Kap. 4.5.4.2.). Da ATM eine HR-Komponente 
in der G2-Phase ist (Kap. 4.3.5., Beucher et al., 2009), ist dieses Ergebnis erwartungsgemäß. 
Allerdings zeigen ATM- und Rad54-defiziente Zellen einen ähnlichen Reparaturdefekt in der 
G2-Phase und sind epistatisch zueinander (Kap. 4.3.5.2.), daher stellt sich die Frage warum 
die Inhibition von ATM und nicht die von Rad54 eine Auswirkung im Reparaturverhalten der 
Ligase4-Mutante hat. Denn ATM ist, im Gegensatz zu Rad54 keine klassische HR-
Komponente, da ATM-defiziente Zellen, im Gegensatz zu Rad54-defizienten Zellen auch 
einen Reparaturdefekt in der G1-Phase aufweisen (Abb. 4.11.A). In jüngster Zeit wurde 
publiziert, dass die Reparatur von DSBs, die innerhalb oder in der Nähe des Heterochromatins 
lokalisiert sind, ATM benötigt (Goodarzi et al., 2008; Goodarzi et al., 2009). Dadurch konnte 
vermutet werden, dass eine Minderheit der strahleninduzierten DSBs in der Ligase4-Mutante 
innerhalb des Heterochromatins entsteht, und solche DSBs benötigen ATM, nicht aber Rad54 
für deren Reparatur. Da ATM und Rad54 jedoch in der G2-Phase epistatisch zueinander sind, 
kann vermutet werden, dass andere DSBs, die möglicherweise ausserhalb des Chromatins 
entstehen, ATM und Rad54 für deren Reparatur benötigen. 
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5.3.4. Sind außer NHEJ und HR andere Reparaturmechanismen an der DSB-Reparatur 
beteiligt? 
Obwohl von der Literatur im Allgemeinen angenommen wird, dass NHEJ und HR für die 
Reparatur von DSBs zuständig sind, können jedoch andere Reparaturmechanismen an diesen 
Prozess beteiligt werden. Wie im Kap. 4.4. beschrieben, können alle untersuchten NHEJ-
Mutanten einen sehr kleinen Anteil an DSBs in der G1-Phase beseitigen, obwohl der 
Hauptreparaturmechanismus defekt ist. Dies deutet darauf, dass neben NHEJ andere 
Reparaturmechanismen, HR ausgsechlossen, an der DSB-Reparatur in der G1-Phase beteiligt 
sein könnten. Mögliche Kandidaten, die eine Rolle in einem alternativen 
Reparaturmechanismus in der G1-Phase übernehmen können, sind PARP-1, XRCC1, Ligase3 
und Histon H1. Sie werden von einigen Forschungsgruppen dem backup-NHEJ zugeordnet 
(Wang et al., 2003; Liang et al., 2005; Wang et al., 2006; Wang et al., 2005). Die Depletion 
von Ligase3 in Ligase4-defizienten murinen Fibroblasten reduziert deren schon niedrige 
Reparatureffizienz um bis zu 80 % (Wang et al., 2005). PARP-1 konkurriert mit Ku an den 
DSB-Enden und reguliert in der Abwesenheit von Ku das Endjoining (Wang et al., 2006). In 
der Abwesenheit von klassischen NHEJ-Faktoren kann H1 an den Bruchenden anstelle von 
Ku binden. Dadurch wird der Ligase3/XRCC3-Ligationskomplex an dem Bruch rekrutiert. 
Dieser Prozess wird vermutlich durch PARP-1 unterstützt. Allerdings ist dieser 
Reparaturmechanismus als sehr langsam beschrieben (Perrault et al., 2004; Rosidi et al., 
2008). Dieser Backup-Pathway ist unabhängig von DNA-PK und wird ebenfalls unahängig 
von Rad52-Epistasisproteine aktiviert (DiBiase et al., 2000; Wang et al., 2001). Eine 
mögliche HR kann somit ausgeschlossen werden. Diese Beobachtungen deuten darauf, dass 
der stark Reparaturdefekt von klassischen NHEJ-Mutanten minimal durch diesen Backup-
Reparaturmechanismus kompensiert wird. 
Auch NHEJ/HR-Doppelmutanten können trotz Inhibition beider Reparaturwege in der G2-
Phase einen kleinen Anteil an DSBs dennoch beseitigen (Kap. 4.5.). Dies deutet darauf hin, 
dass andere zusätzliche Reparaturfaktoren für diese DSBs benötigt werden. Eine mögliche 
Erklärung ist, dass simultane Defizienzen in NHEJ und HR zur Aktivierung des Backup-
Reparaturwegs führen können. Eine andere Erklärung ist, dass ein minimaler Anteil an DSBs 
in Doppelmutanten durch andere Reparaturmechanismen beseitigt wird, die primär an der 
DSB-Reparatur nicht beteiligt sind. Es wurde publiziert, dass Proteine, die eine Funktion in 
der Nukleotidexzisions (NER)- und Mismatch (MMR)-Reparatur übernehmen, auch an der 
DSB-Reparatur beteiligt sind (zusammengefasst in Zhang et al., 2009). Die NER repariert 
DNA-Schäden, die durch Cisplatin oder UV verursacht werden (Boers und Hoeijmakers, 
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2000). Dabei werden Basen wie z.B. Adenin oder Guanin methyliert, sodass deren 
Paarungseigenschaften verändert werden und es deshalb zu Transitionen kommt. Die NER ist 
ein komplexer Prozess, an dem mehr als 20 Proteine beteiligt werden (Wood et al., 2001). 
Dabei übernehmen die XP-Proteine (XPA – G) die führende Funktion. Erste Hinweise auf 
einem Zusammenhang zwischen NER-Faktoren und der DSB-Reparatur ergaben sich aus 
Untersuchungen, in denen gezeigt werden konnte, dass die langzeitige Unterdrückung von 
XPC in HeLa-Zellen einen Einfluss auf die NHEJ-Reparatureffizienz hat, obwohl die 
Expression der NHEJ-Proteine nicht verändert wird (Despras et al., 2007). Die NHEJ-
Reparatureffizienz wird in XPC-depletierten Zellen um 30 – 40 % reduziert. XPC ist an dem 
Schadenserkennungsprozess beteiligt und bindet durch seine hohe Bindungsaffinität für DNA 
an der Schadensstelle (Volker et al., 2001; Reardon et al., 1996). Außerdem konnte für XPC-
defiziente Zellen eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber dem Topoisomerase II-Inhibitor 
Etoposid nachgewiesen werden (Despras et al., 2007). Etoposid generiert während der 
Replikation DSBs. Die Herunterregulation von XPA, im Gegensatz zu der von XPC, hat 
keinen Einfluss auf die NHEJ-Reparatureffizienz (Despras et al., 2007). Dies deutet darauf 
hin, dass XPC nicht aber alle NER-Faktoren bei der DSB-Reparatur interagieren können. Aus 
diesen Beobachtungen könnte ein Modell geschlossen werden, indem in der NHEJ/HR-
Abwesenheit XPC an den Bruchenden bindet und die DSB-Reparatur durch unbekannte 
mitwirkende Faktoren einleitet. Dennoch wurde dadurch nur ein sehr minimaler Anteil an 
DSBs beseitigt, womöglich nicht fehlerfrei, da im Gegensatz zum klassichen NER-
Reparaturmechanismus kein unbeschädigter DNA-Strang als Matrize dienen kann. 
Auch für Proteine eines weiteren Reparaturmechanismus, dem MMR (Mismatchreparatur) 
könnte eine Beteiligung an der DSB-Reparatur beschrieben werden (Zhang et al., 2009). Das 
MMR-System ist für die postreplikative Reparatur von Mismatches (Fehlpaarungen) 
verantwortlich. Zwei verschiedene Heterodimere-Komplexe MSH2/MSH3 und MSH2/MSH6 
binden an die DNA und erkennen mit unterschiedlicher Spezifizität Fehlpaarungen. Es wurde 
beschrieben, dass MSH2 und MSH3 in der Hefe Saccharomyces Cerivisiae an der HR über 
Genkonversion und an der SSA beteiligt sind. Sie sind neben der Endonuklease Rad1/Rad10 
für die Entfernung der nicht homologen Bereiche an den DNA-Enden vor der Ligation 
zuständig (Sugawara et al., 1997; Sugawara et al., 2000). So beeinträchtigt Defizienzen in 
MSH2 und MSH3 die HR-Effizienz durch Bestehen von nicht homologen DNA-Bereiche an 
den Bruchenden (Surtees et al., 2006). In MSH2-defizienten Zellen konnte ebenfalls eine 
Verzögerung der Abbildung der Rad51-Foci beobachtet werden (Pichierri et al., 2001). 
MSH2-defiziente Zellen, die mit Röntgenstrahlung bestrahlt wurden, zeigen keine 
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Relokalisierung von Mre11 und Rad51 und auch ein reduziertes Zellüberleben, die mit 
gesteigerten chromosomalen Schäden in G2-Zellen assoziiert sind (Franchitto et al., 2003). 
Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass MSH2 womöglich die HR unterstützt, aber 
nicht ersetzt. Somit ist es kaum wahrscheinlich, dass der kleine Anteil an reparierten DSBs in 
den NHEJ/HR-Doppelmutanten (Kap. 4.5.) auf die Wirkung von MSH-Proteinen 
zurückzuführen ist. 
Zusammengefasst sind NHEJ/HR-defiziente Zellen fähig, trotz der Abwesenheit beider 
Hauptreparaturwege, einen minimalen Anteil an DSBs zu beseitigen. Moglicherweise wird 
dieser Anteil durch andere Mechanismen repariert. Eine gute Möglichkeit wäre die 
Aktivierung der Backup-Pathway des NHEJ in den Doppelmutanten. Einige Studien zeigen, 
dass NER- und MMR-Reparaturproteine auch an der DSB-Reparatur beteiligt sein könnten. 
Diese Proteine scheinen aber eher das NHEJ bzw. die HR zu unterstützen und nicht zu 
ersetzen. 
5.3.5. Die Selektion des DSB-Reparaturwegs 
Eine der wichtigsten Fragen bei der Untersuchung der DSB-Reparatur ist der molekulare 
Mechanismus, der für die zellzyklus-abhängigen Auswahl des Reparaturwegs entscheidend ist 
(Shrivastav et al., 2008; Sonoda et al., 2006; Branzei und Foiani, 2008). Die HR-Proteine 
Rad51 und Rad52 und NHEJ-Proteine Ku und DNA-PKcs besitzen eine Bindungsaffinität für 
die Bruchenden (Baumann und West, 1998; Haber, 2000). Es ist denkbar, dass die Auswahl 
des Reparaturwegs von den Proteinen, die als erste an den DSB-Enden binden, abhängig ist. 
Für Ku wurde nachgewiesen, dass es eine sehr hohe Bindungsaffinität für DSB-Enden hat und 
in zahlreicher Menge im Kern vorhanden ist (Mimori et al., 1986; Blier et al., 1993). Somit 
kann vermutet werden, dass Ku unter Umstände immer als erstes an die Bruchenden bindet. 
So beschrieb Kim et al., (2005), dass die Rekrutierung von Ku zu den Bruchenden vor 
derjenigen von Rad51 erfolgt. Auch in anderen Studien mit Live Zellmikroskopie konnte 
bisher keine Zellzyklus-abhängige Assemblierung von klassischen NHEJ-Faktoren 
nachgewiesen werden, da diese Faktoren ebenfalls in der S- und G2-Phase beobachten 
werden konnten (Yano et al., 2009). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass beim Auftreten 
eines DSBs die Rekrutierung der NHEJ-Faktoren immer diejenige von HR-Faktoren 
vorausgehen sollte. Dies ist im Einklang mit den Ergebnissen in dieser Arbeit, die zeigen, 
dass NHEJ ein schneller und HR ein langsamer Reparaturprozess ist (Kap. 4.4.4.). Die 
schnellere Rekrutierung von Ku zu den Bruchenden lässt vermuten, dass Ku durch die 
Konkurrenz mit anderen HR-Faktoren die Wahl des Reparaturwegs in der Zelle für das NHEJ 
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positiv beeinflusst. Wenn dies der Fall ist, sollte in der Abwesenheit von Ku die Effizienz der 
HR zunehmen und die Deletion eines weiteren NHEJ-Faktors keinen Einfluss auf die HR-
Effizienz haben. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern Anzeichnen für die Richtigkeit 
der Vermutung. So zeigt eine Ku80-Mutante in der G2-Phase einen starken Reparaturdefekt 
(Abb. 4.16.B), dennoch ist ihre Reparatureffizienz mit 30 % in der G2-Phase besser als mit 
23 % in der G1-Phase (Kap. 4.4.3.). Im Vergleich weist die Ligase4-Mutante mit einer 
Reparatureffizienz von 36 % in der G1- und 38 % in der G2-Phase kaum einen Unterschied 
auf. Die bessere Reparatureffizienz einer Ku80-Mutante in der G2-Phase könnte durch eine 
erhöhte HR-Effizienz erklärt werden, wogegen in der Ligase4-Mutante die HR-Reparatur 
weiterhin durch Ku80 verhindert wird. Andere Studien belegen diese Ergebnisse. Es wurde 
gezeigt, dass Ku80-defiziente DT-40-Zellen in der G2-Phase strahlenresistent sind, 
gleichzeitig zeigen sie eine erhöhte HR-Effizienz für die I-SceI-induzierte DSBs (Adachi et 
al., 2001). Dagegen weisen Ligase4- und DNA-PKcs-defiziente DT-40-Zellen keine 
Erhöhung der HR-Effizienz und keine Strahlenresistenz in der G2-Phase auf (Adachi et al., 
2001). Ähnlich konkurrierten Ku80 und HR in Hamster CHO-Zellen (Mansour et al., 2008). 
In dieser Studie zeigten die Autoren, dass Ku80 die Genkonversion, ein Mechanismus der 
HR, unterdrückt. Die Autoren transfizierten WT- und Ku80-defiziente CHO-Zellen mit einem 
Plasmid, der ein Substrat für GC (Genkonversion), eine Erkennungssequenz für die I-SceI-
Endonuklease und eine GFP-kodierende Sequenz enthielt. Durch die Expression der I-SceI-
Endonuklease wird ein DSB induziert, der nuch durch Genkonversion behoben werden kann. 
Eine stattgefundene DSB-Reparatur bewirkt auch die Expression des vorher inaktivierten 
GFP-Proteins im Plasmidkonstrukt und der Anteil an GFP-positiven Zellen wird als Mass für 
DSB-Reparaturereignisse ausgewertet. Der Anteil an GFP-positiven Zellen war 6 fach höher 
in Ku80-defizienten Zellen gegenüber Kontrollzellen. Dieser erhöhte GC-Reparaturanteil in 
Ku80-defizienten Zellen war jedoch stark minimiert, wenn vorher Rad51 in diesen Zellen 
herunterreguliert wird (Mansour et al., 2008). Dies zeigt, dass Ku80 die Rad51-vermittelte 
Genkonversion unterdrückt. Alle dieser Beobachtungen weisen darauf hin, dass Defizienzen 
in Ku die HR-Effizienz erhöht. Demgegenüber stehen Studien, die dieser Schlussfolgerung 
widersprechen. So wurde publiziert, dass die Unterdrückung von Ku80 in Säugerzellen zwar 
die NHEJ-Effizienz für I-SceI-induzierte DSBs vermindert, aber die HR-Rate nicht erhöht 
(Takashima et al., 2009). In in vivo Studien führte die Defizienz in Ku80 in murinen Zellen 
sogar zur Reduktion der HR-Frequenz (Reliene et al., 2004). Trotz dieser widersprüchlichen 
Befunde ist es durchaus vorstellbar, dass Ku durch seine Bindung an die Bruchenden die 
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Resektion von diesen durch Nukleasen wie Mre11/CtIP blockiert und dadurch die HR 
verhindert. 
Neben dem Ku-Protein werden in der Literatur andere Faktoren beschrieben, die die Wahl des 
Reparaturwegs beeinflussen können, darunter PARP [Poly(ADP Ribose)Polymerase-1] und 
Rad18. Poly (ADP Ribosyl)ierung ist eine rasche posttranslationelle Modifikation von 
Histonen und anderen nukleären Proteine, die an das Zellüberleben nach Eintritt eines DNA-
Schadens beteiligt sind (Ame et al., 2004). PARP-1 und PARP-2 sind die beiden Miglieder 
der PARP-Familie, deren katalytische Aktivität durch DNA-Strangbrüche stimuliert wird 
(Ame et al., 2004). PARP-1 ist für die Wahl des Reparaturwegs entscheidend, indem es das 
NHEJ durch eine physikalische Wechselwirkung mit Ku unterdrückt (Hochegger et al., 2006). 
In dieser Studie zeigten die Autoren, dass PARP-1-defiziente DT-40-Hühnerzellen eine um 
weniger als die Hälfte reduzierte HR-Effizienz für I-SceI-induzierte DSBs im Vergleich zu 
WT-Zellen aufweisen. PARP-1/Ku70-defiziente DT-40-Zellen wiesen dagegen eine höhere 
HR-Effizienz als WT-Zellen auf, die vergleichbar zu der von Ku70-defizienten Zellen war. 
Die transiente Expression von Ku70 in PARP-1- bzw. PARP-1/Ku70-defizienten DT-40-
Zellen vermindert die HR-Effizienz dieser Zellen um 3- bzw. 4-fach. Diese Ergebnisse deuten 
darauf hin, dass die Abwesenheit von PARP-1 die HR negativ beeinflusst. Dieser negative 
Einfluss kann allerdings durch die zusätzliche Inhibierung von Ku70 aufgehoben werden, da 
Ku die HR inhibiert. Ku wird in vitro durch PARP-1 poly (ADP-robosyl)iert. Diese 
Modifikation verhindert die Bindung von Ku an die DNA-Enden (Li et al., 2004). Diese 
Beobachtungen deuten darauf hin, dass PARP die Wahl des Reparaturwegs zur Begünstigung 
der HR reguliert. Tatsächlich zeigen PARP-1-defiziente DT-40-Zellen eine reduzierte HR, die 
auf einer Hypersensitivität zu Camptothecin (CPT) zurückzuführen ist (Saberi et al., 2007; 
Hochegger et al., 2006). CPT ist eine Topoisomerase I-Inhibitor. Topoisomerase katalysieren 
die koordinierte Spaltung und Wiederversiegelung der DNA-Schäden während der 
Replikation. Dabei schneidet die Topoisomerase I einen Strang und bindet an diesen. Nach 
dem Abgang von der Topoisomerase I aus der DNA wird der Strang wieder verschlossen 
(Peter Karlson: Karlsons Biochemie und Pathobiochemie, 2005). Der Topoisomerase I-DNA-
Komplex wird durch CPT immobilisiert, sodass keine Widerverschließung des DNA-Strangs 
erfolgen kann. Dies hat zur Folge, dass die Replikation unterbrochen wird und DSBs auf 
einem Schwesterchromatid entstehen (Pommier et al., 2003; Saleh-Gohari et al., 2005). 
Solche DSBs werden bevorzugt durch HR beseitigt (Saleh-Gohari et al., 2005). Somit werden 
HR- und nicht NHEJ-defiziente Zellen empfindlich zu CPT (Connelly und Leach, 2004). 
Ku70-defiziente Zellen sind sogar resistenter als WT-Zellen zu CPT (Adachi et al., 2004; 
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Hochegger et al., 2006). Die Deletion von Ku70 in PARP-1-defizienten DT-40-Zellen stellt 
eine zu WT-Zellen ähnliche Resistenz zu CPT in PARP-1-defizienten Zellen wieder. Diese 
Beobachtungen verstärken die Annahme, dass Ku die HR vermindert und PARP-1 die HR 
positiv beeinflusst. Ähnliche Ergebnisse wurden auch in menschlichen Zellen erzielt, in denen 
PARP durch Anwendung von PARP-Inhibitoren unterdrückt wurde (zusammengefasst in 
Sonoda et al., 2006). Rad18 scheint, ähnlich wie PARP-1, die HR zu begünstigen. Tatsächlich 
weisen Rad18-defiziente DT-40-Zellen eine reduzierte HR-Effizienz für I-SceI-induzierte 
DSBs und eine Hypersensitivität zu CPT im Vergleich zu WT-Zellen (Saberi et al., 2007). 
Wie für PARP-1 bewirkt die Unterdrückung des NHEJ in Rad18-defizienten DT-40-Zellen 
eine Erhöhung der HR-Effizienz für I-SceI-induzierte DSBs, ähnlich zu der von WT-Zellen 
sowie eine Wiederherstellung der Resistenz zu CPT (Saberi et al., 2007). Doppelte 
Defizienzen in PARP-1 und Rad18 erhöhen die CPT-Hypersensitivität verglichen zu den 
einzelnen Defizienzen (Saberi et al., 2007). Dies deutet darauf hin, dass PARP-1 und Rad18 
unabhängig voneinander das NHEJ unterdrücken und die HR positiv beeinflussen. Dagegen 
zeigen Dominguez-Bendala et al, (2006), dass PARP-1-defiziente murine embryonale 
Stammzellen, im Gegensatz zu Ligase4- und DNA-PKcs-defizienten Zellen, eine Erhöhung 
der HR-Rate verursachen. In dieser Studie untersuchten die Autoren die Frequenzen des gene 
targeting, ein Mechanismus, der HR verwendet (Vasquez et al., 2001), in PARP-1-, Ligase4- 
und DNA-PKcs-defizienten murinen embryonalen Zellen. Sie beobachteten eine dreifache 
Erhöhung in der TF (gene targeting frequencies) in PARP-1-defizienten Zellen gegenüber 
Kontrollzellen. Grund für die unterschiedlichen Ergebnisse in den Studien von Dominguez-
Bendala et al und Hochegger et al bzw. Saberi et al, könnte an den verwendeten Methoden zur 
Messung der HR liegen. 
Laut Literatur ist die Struktur und die Resektion der DSB-Enden nicht nur für die Bindung 
der HR-Substrate, sondern auch für die Wahl des Reparaturwegs entscheidend (Frank-
Vaillant et al., 2002; Ira et al., 2004; Aylon et al., 2004; Scully und Xie, 2005). „Saubere 
Brüche“ mit komplementären Einzelstrangüberhängen, 5´- und 3´-Gruppen wie diese, die 
durch Nukleasen generiert werden, können einwandfrei durch NHEJ beseitigt werden 
(Shrivastav et al., 2008). Dies ist konsistent mit der Beobachtung, dass die Mehrheit der I-
SceI-induzierten DSBs über NHEJ in menschlichen Zellen beseitigt werden (Takashima et al., 
2009). Nicht kompatible DNA-Enden und diejenigen mit modifizierten 5´-Phosphat- oder 3´-
Hydroxyl-Gruppen können nicht einfach durch DNA-Ligasen, insbesondere DNA-Ligase4, 
ligiert werden, weil diese hauptsächlich die Bildung der Phosphodiesterbrücke zwischen 5´-
Phosphat und 3´-Hydroxyl-Enden katalysieren (Ellenberger und Tomkinson, 2008). Sie 
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müssen zuerst entfernt und die enstandene Lücke wieder aufgefüllt werden. Ionisierende 
Strahlung induziert DSBs, deren Enden nicht ligierbare 5´-OH- und 3´-Phosphat-Gruppen 
enthalten (Bertoncini und Meneghini, 1995; Henner et al., 1983). Solche modifizierte DNA-
Enden können während des NHEJ durch die Polynukleotidekinase (PNK) durch ihre 
Interaktion mit XRCC4 korrigiert werden (Koch et al., 2004; Chappell et al., 2002). Denn die 
PNK verfügt über eine 5´-Kinase- und eine 3´-Phosphataseaktivität. Andere DSB-Enden 
müssen vor der Ligation prozessiert werden. Dazu werden z.B. die Nukleasen Artemis 
und/oder Mre11 benötigt. Artemis scheint sowohl an dem NHEJ als auch an der HR beteiligt 
zu sein (Beucher et al., 2009). Welche molekularen Mechanismen sind für die Funktionalität 
der Nuklease Artemis in der einen oder anderen Reparaturweg bleiben bisher unklar. Die 
Mehrheit der strahleninduzierten DSBs wird in der Zelle meist durch NHEJ beseitigt (Kap. 
4.4.). Dies deutet darauf hin, dass ionisierende Strahlung meist DSBs, deren Prozessieren 
NHEJ-Proteine benötigen, induziert. 
5.3.6. Ausblick  
NHEJ-Mutanten weisen einen starken Reparaturdefekt in der G1- und der G2-Phase auf. 
Dementsprechend weisen HR-Mutanten einen kleinen Reparaturdefekt in der G2-Phase auf. 
Damit übernimmt NHEJ die dominierende Funktion in der G2-Phase. Ein der entscheidenden 
Faktoren für die Wahl des Reparaturwegs ist das Proteindimer Ku. Ku besitzt eine sehr hohe 
Bindungsaffinität für DSB-Enden und konkurriert mit anderen Faktoren wie HR-Nukleasen 
um die Bruchenden. Der NHEJ ist ein schneller Prozess und dies bewirkt, dass NHEJ in der 
G1- und der G2-Phase immer die HR vorausgeht. Dennoch damit die HR stattfinden kann, 
müssen die Bruchenden zuerst resektiert werden. Es stellt sich die Frage, ob für diesen Schritt 
das Ku-Protein zuerst von den Bruchenden verdrängt werden sollte, oder ob die HR-
Nukleasen die Ku-gebundenen Bruchenden resektieren können. Um diese Frage beantworten 
zu können, sollte die Live-Zellmikroskopie durchgeführt werden. Diese Methode erlaubt, das 
Schicksal der Zelle live zu verfolgen. Das Protein Ku und die HR-Nukleasen wie CtIP und 
Mre11 werden in Plasmidvektoren einkloniert, die eine Sequenz für fluoreszierende Marker 
wie GFP (green fluorescence protein) oder YFP (yellow fluorescence protein) enthalten. Die 
Zellen werden mit diesen Vektoren transfiziert. Nach Induktion der DSBs durch Bestrahlung 
werden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Das Schicksal der 
fluoreszenzmarkierten Proteine kann so verfolgt werden. Diese Methode wird bereits in 
unserem Labor optimiert. 
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass NHEJ die dominierende Funktion in der G2-Phase 
übernimmt. Um den Anteil von NHEJ und HR in der DSB-Reparatur in der G2-Phase noch 
näher zu untersuchen, sollte die DSB-Reparaturkinetik von γH2AX- und Rad51-Foci in WT-
Zellen miteinander verglichen werden. γH2AX-Foci markiert alle DSBs und Rad51-Foci nur 
solche, die durch HR beseitigt werden. Der Vergleich beider γH2AX- und Rad51-
Reparaturkinetiken erlaubt einen präzisen Anteil von der HR gegenüber die gesamten DSB-
Ereignisse zu bestimmen. 
Studien über die Wechselwirkung zwischen NHEJ und HR stoßen teilweise auf 
Widersprüche. Einige Studien deuten darauf, dass Defizienzen in NHEJ die HR aktiviert 
(Pierce et al., 2001; Delacote et al., 2002; Allen et al., 2002). Andere wiederum können keine 
Erhöhung der HR-Effizienz nach der NHEJ-Inhibition beobachten (Takashima et al., 2001). 
Um zu überprüfen, ob die HR den NHEJ-Defekt in NHEJ-Mutanten kompensieren könnte, 
sollte die DSB-Reparaturkinetik von NHEJ-Mutanten nach längeren Inkubationszeiten (da die 
HR ein langsamer Reparaturprozess ist) in der G2-Phase untersucht werden. Falls der NHEJ-
defekt in NHEJ-Mutanten durch die HR kompensiert wird, sollte die Zahl an DSBs in G2-
Zellen in diesen NHEJ-Mutanten vergleichbar zu der von G2-WT-Zellen sein. Eine andere 
Möglichkeit wäre die DSB-Reparaturkinetik von HR-Foci wie Rad51 oder RPA in NHEJ-
defizienten Zellen und WT-Zellen zu vergleichen. Wenn die HR in Abwesenheit von NHEJ 
zunehmend aktiviert wird, sollte die Anzahl an HR-Foci in NHEJ-defizienten Zellen höher als 
in WT-Zellen sein. Die Messung der HR-Ereignisse kann auch über die Analyse von 
Schwesterchromatidenaustauschen (SCEs) erfolgen. HR-Mutanten weisen eine verminderte 
Rate an SCEs (Sonoda et al., 1999; Dronkert et al., 2000). Wenn die HR tatsächlich in NHEJ-
Mutanten in der G2-Phase erhöht wird, sollte die Anzahl an SCEs nach Bestrahlung in diesen 
Mutanten höher als in WT-Zellen sein.  
 
5.4. Die Rolle von ATM und Artemis in dem NHEJ und der HR 
Wie im Kap. 4.3. beschrieben, wurde die DSB-Reparatur von ATM- und Artemis-defizienten 
Zellen in der G1- und der G2-Phase analysiert. Diese zeigen in der G1-Phase zu späteren 
Zeiten einen kleinen und ähnlichen Reparaturdefekt. Im Vergleich zu WT-Zellen lassen ATM 
bzw. Artemis defiziente Zellen mindestens 15 % der DSBs in der G1-Phase unrepariert (Abb. 
4.7.A, 4.8.A und 4.9.A). Dies zeigt, dass ATM und Artemis an der DSB-Reparatur über 
NHEJ in der G1-Phase beteiligt sind und bestätigt die Studien von Riballo et al, (2004). Diese 
Autoren zeigten anhand der γH2AX-Immunfluoreszenzmikroskopie, dass ATM- und 
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Artemis-defizienten Zellen einen kleinen und ähnlichen Reparaturdefekt in der G0-Phase 
aufweisen. Zudem ist die ATM/Artemis-abhängige Reparatur von DNA-PKcs abhängig. 
Mindestens 10 % der DSBs blieben in diesen Mutanten, selbst nach längeren 
Inkubationszeiten (über 24 h), unrepariert (Riballo et al., 2004). ATM- und Artemis-Mutanten 
weisen eine ähnlich starke Strahlensensitivität auf, die auf den Reparaturdefekt 
zurückzuführen ist (Riballo et al., 2004; Kühne et al., 2004). Die mittels siRNA simultane 
Depletion von ATM und Artemis in HeLa-Zellen verursacht keine Verdoppelung des 
Reparaturdefekts verglichen zu den einzelnen ATM- und Artemis-Reparaturdefekten in der 
G1-Phase (Abb. 4.8.A). Dies läßt vermuten, dass Artemis und ATM am gleichen 
Reparaturweg in der G1-Phase beteiligt sind. Diese Annahme konnte bereits in 
Epistasisanalysen mit dem ATM-Inhibitor in Artemis-defizienten Zellen nachgewiesen 
werden (Deckbar et al., 2007; Riballo et al., 2004). Die in ATM- und Artemis-defizienten 
Zellen verbliebenen DSBs repräsentieren diejenigen, die mit einer langsamen Kinetik 
beseitigt werden. Es wurde postuliert, dass diese Minderheit an DSBs komplexe Bruchenden 
besitzt, wie z.B. diese mit modifizierten Basen oder veränderten Bruchstrukturen, für dessen 
Reparatur ATM und Artemis benötigt wird. Im Einklang mit dieser Hypothese wurde gezeigt, 
dass die Behandlung von ATM- und Artemis-defizienten Zellen mit Alpha-Strahlen einen 
stärkeren Reparaturdefekt als mit Röntgenstrahlen verursacht. Alpha-Strahlen sind bekannt, 
dass sie dicht ionisierend sind und deswegen DSBs mit komplexen Bruchstrukturen 
verursachen. Bei dieser Behandlung verbleiben 25–30 % der DSBs unrepariert (Riballo et al., 
2004). Zudem wurde gezeigt, dass sowohl ATM- als auch Artemis-defiziente Zellen DSBs 
mit einfachen Bruchenden genauso effizient wie WT-Zellen beseitigen können (Riballo et al., 
2004). Dazu wurden Zellen mit Etoposid behandelt, bei dem es sich um einen Topoisomerase 
II-Inhibitor handelt. Aufgrund des Reaktionsmechanismus von Etoposid verursacht die 
Behandlung mit diesem Inhibitor gleichförmige DSBs mit relativ einfachen Endstrukturen. 
Vor der Ligation müssen die Bruchenden zuerst prozessiert werden (Riballo et al., 2004). 
Artemis verfügt über eine 5´- und eine 3´-Endonukleaseaktivität und kann DSBs mit 
unterschiedlichen Strukturen, darunter 3´- und 5´-Überhänge, Haarnadelnstrukturen, die im 
Lauf der V(D)J-Rekombination entstehen, prozessieren (Ma et al., 2002; Ma et al., 2005a). 
Da ATM und Artemis nachweislich im selben Reparaturweg interagieren, konnte 
angenommen werden, dass ATM die Endonukleaseaktivität von Artemis durch 
Phosphorylierung reguliert (Riballo et al., 2004). Eine spätere Veröffentlichung zeigt jedoch, 
dass die Aktivierung der Endonuklease Artemis nicht ATM abhängig ist, sondern erst durch 
die Autophosphorylierung von DNA-PKcs induziert wird (Goodarzi et al., 2006). Denn es 
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wurde gezeigt, dass DSBs mit überhängenden Enden von Ku gebunden werden. Ku rekrutiert 
DNA-PKcs an den Bruchenden, danach erfolgt die Autophosphorylierung von DNA-PKcs. 
Diese bewirkt eine Komformationsänderung von an DSB-Überhängen gebundenem DNA-
PKcs. Dadurch werden die Überhänge durch Artemis erkannt und aufgelöst. Der nun 
enstandene DSB mit glatten Enden weist jetzt eine geringe Bindungsaffinität für DNA-PKcs 
auf, sodass DNA-PKcs sich von den DNA-Enden ablöst. Die freien DNA-Enden werden dann 
zugänglich für das weitere Prozessieren durch andere NHEJ-Faktoren (Goodarzi et al., 2006). 
Auch die Tatsache, dass ATM für die Auflösung von Haarnadelnstrukturen durch Artemis im 
Laufe der V(D)J-Rekombination nicht benötigt wird, deutet darauf hin, dass die 
Nukleaseaktivität von Artemis unabhängig von ATM reguliert wird. Aus diesen 
Beobachtungen kann geschlossen werden, dass Artemis diese Minderheit an DSBs abhängig 
von DNA-PKcs prozessiert. Die genaue Funktion von ATM in der Artemis-abhängigen DSB-
Reparatur während des NHEJ soll noch geklärt werden. In einer späteren veröffentlichen 
Studie zeigen Goodarzi et al, (2008), dass die Funktionalität von ATM nicht unbedingt durch 
die Komplexität der DSB-Enden induziert wird. So weisen ATM-defiziente Zellen in der G1-
Phase nach unterschiedlichen Behandlungen eine fast ähnliche Reparatureffizienz auf. ATM-
defiziente Zellen, die mit Gamma-Strahlen bestrahlt wurden, weisen eine fast ähnliche 
Reparatureffizienz wie mit Neocarzinostatin (NCS)-behandelte AT-Zellen auf. NCS ist eine 
Chemikalie, die chemisch komplexe DSB-Enden generiert, die nicht einfach zusammenligiert 
werden können (Dedon und Goldberg, 1992). Auch mit Kohlenstoff K-Ionen bestrahlten AT-
Zellen zeigen eine relativ leichten Verschlechterung des Reparaturdefekts gegenüber 
denjenigen, die mit Gamma-Strahlen bestrahlt wurden, 20–25 % der DSBs bleiben unrepariert 
(Goodarzi et al., 2008). Kohlenstoff K-Ionen sind dafür bekannt, dass sie sehr komplexe 
Schäden in der DNA generiert, jedoch im Gegensatz zu Alpha-Strahlen sind die DSBs isoliert 
und nicht an einer Stelle konzentriert, was die Auszählung der γH2AX-Foci erleichtert. Wäre 
die Notwendigkeit von ATM bei der DSB-Reparatur auf die Komplexität der DSBs 
zurückzuführen, müßte der Reparaturdefekt in Kohlenstoff K-Ionen-behandelten AT-Zellen 
größer sein. Aus diesen Beobachtungen wurde geschlussfolgert, dass ATM für die Reparatur 
von komplexen Brüchen in der G1-Phase nicht zwingend erforderlich ist (Goodarzi et al., 
2008). Stattdessen wurde beobachtet, dass der Anteil an unreparierten DSBs (15–25 %) in 
ATM-Mutanten mit dem Anteil an Heterochromatin in Säugerzellen korreliert (Goodarzi et 
al., 2008). Dies führt zur Vermutung, dass ATM an der DSB-Reparatur von in 
Heterochromatin induzierten DSBs beteiligt sein könnte. Tatsächlich zeigten Goodarzi et al. 
(2009), dass die Mehrheit der DSBs in Zellen, in denen ATM inhibiert wurde, schnell 
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repariert wird. Dagegen bleibt die Mehrheit der DSBs, die innerhalb des Heterochromatins zu 
finden sind, in der Abwesenheit von ATM beinahe erhalten (Goodarzi et al., 2009). Dies 
deutet darauf hin, dass die Mehrheit der verbliebenen DSBs in ATM-defizienten Zellen 
innerhalb oder in der Nähe des Heterochromatins lokalisieren. Die DSBs, die außerhalb des 
Heterochromatins, d.h. im Euchromatin generiert werden und ca. 75 % der gesamten DSBs 
repräsentieren, werden durch klassische NHEJ-Faktoren beseitigt. Weitere Untersuchungen 
zeigen, dass Defizienzen in Faktoren, die bei der Ausbildung des Heterochromatins beteiligt 
sind wie KAP-1 (KRAB-associated protein 1), HP1 (Heterochromatin 1) und 
Histondeacetylasen (HDAC) die ATM-abhängige DSB-Reparatur in der Zelle in der G1-
Phase aufhebt (Goodarzi et al., 2008; Goodarzi et al., 2009). Beim Eintritt eines DSBs in der 
Zelle wird KAP-1 am Serin 824 durch ATM phosphoryliert (Li et al., 2007; Ziv et al., 2006). 
Dadurch wird das Chromatin aufgelockert. Somit trägt ATM zur Dekondensation des 
Chromatins bei. Aus diesen Beobachtungen, wurde geschlussfolgert, dass ATM den Zugang 
von Reparaturproteinen zu DSBs, die innerhalb oder in der Nähe des Heterochromatins 
entstehen, durch Auflockerung des Heterochromatins erleichtert (Goodarzi et al., 2008; 
Goodarzi et al., 2009). Die Relaxation vom Heterochromatin erfordert mehrere Schritte, von 
denen einige unabhängig von ATM ablaufen. So bewirkt die schnelle Dissoziation von HP1 
aus dem Heterochromatin die Zugänglichkeit von Reparaturproteinen zur DSB-Stelle in der 
G1-Phase. Diese Dissoziation ist vermittelt durch die Phosphorylierung von HP1 an Threonin 
51 durch CK2 (Casein Kinase 2) (Ayoub et al., 2008; Ayoub et al., 2009). Auch die örtliche 
Entspannung des Chromatins in der Nähe von DSBs ist durch einen ATP-abhängigen 
Mechanismus vermittelt (Kruhlak et al., 2006). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass 
mehrere Mechanismen in der DSB-Reparatur innerhalb des Heterochromatins in der G1-
Phase involviert sind. Der Zusammenhang zwischen der ATM- und Artemis-abhängige DSB-
Reparatur in der G1-Phase bleibt dennoch unklar. Werden die DSBs, die innerhalb des 
Heterochromatins entstehen und ATM benötigen auch durch Artemis prozessiert? Obwohl es 
deutlich nachgewiesen wurde, dass die in Heterochromatin induzierten DSBs ATM für deren 
Reparatur benötigen, kann nicht ausgechlossen werden, dass eine andere Untermenge an 
DSBs ATM, und vermutlich auch Artemis abhängig von ihrer Bruchstrukturen, benötigt. 
Obwohl ATM mehrere Proteine wie BRCA1, cAbl, BLM, H2AX und NBS1, die an der HR 
beteiligt sind, phosphoryliert (Matsuoka et al., 2007), war sein Rolle in der Regulation der HR 
nicht vollständig geklärt. In den Studien von Golding et al. (2004) wurde gezeigt, dass ATM 
für die HR-Induktion essentiell ist. Dabei wurden die Studien mit Hilfe eines Stellen-
spezifischen HR-Reporters, (DR-GFP) in ATM-inhibierten Zellen verwendet. Dagegen zeigte 
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eine andere Veröffentlichung, dass AT-Zellen eine normale HR-Effizienz haben (Bolderson et 
al., 2004). Hierbei wurde ein anderer HR-Reporter-Assay (SCneo) verwendet. Studien, die 
sowohl DR-GFP als auch SCneo als HR-Reporter verwendeten, zeigten, dass ATM für eine 
effiziente HR-Induktion nicht essentiell ist (Sakamoto et al., 2007). Diese scheinbar 
widersprüchlichen Befunde könnten daran liegen, dass verschiedene Methoden für die 
Inhibierung von ATM und die HR-Studien verwendet werden. Golding et al. (2004) 
studierten die Rolle von ATM in der HR durch Inhibition von ATM durch Koffein oder durch 
Anwendung eines dominanten negativen Form von ATM. Allerdings ist die in diesen Studien 
verwendete Konzentration von Koffein (2 mM) auch dafür bekannt, dass sie ATR, ein 
Regulator der HR inhibiert (Sarkaria et al., 1999). Außerdem kann eine dominant negative 
Form von ATM nicht 100%ig die ATM-Defizienz nachahmen. 
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ATM- und Artemis-defizienten Zellen einen kleinen 
Reparaturdefekt in der G2-Phase aufweisen (Abb. 4.7.B, 4.8.B, 4.9.B). Ähnlich wie in der 
G1-Phase sind sie auch an einem gemeinsamen Reparaturweg beteiligt (Abb. 4.8.B, Deckbar 
et al., 2007). Dieser beobachtete Reparaturdefekt in der G2-Phase könnte sowohl auf einem 
NHEJ- als auch HR-Reparaturdefekt zurückgeführt werden. Auffällig ist, dass der 
Reparaturdefekt der ATM- und Artemis-defizienten Zellen mit dem der HR-Mutanten in der 
G2-Phase vergleichbar ist (Abb. 4.11.B.). Dieses Ergebnis gibt Hinweis darauf, dass ATM 
und Artemis in der G2-Phase an der HR beteiligt sein könnten. Zur Überprüfung dieser 
Vermutung wurden im Rahmen dieser Arbeit ATM mit dem ATM-Inhibitor (ATMi) in HR- 
und NHEJ-defizienten Zellen inhibiert (Abb. 4.12., 4.20., 4.21.). Mit ATMi-behandelten HR-
Mutanten zeigen sowohl in der G1- als auch der G2-Phase einen ATM-ähnlichen 
Reparaturdefekt (Abb. 4.12.). Das Ausbleiben einer zusätzlichen Erhöhung des HR-Defekts in 
der G2-Phase ist ein Indiz, dass ATM in der G2-Phase an der HR beteiligt ist, während es in 
der G1-Phase ein Faktor des NHEJ ist. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung 
unterstützt, dass die ATM-Inhibition bei NHEJ-Mutanten keinen zusätzlichen 
Reparaturdefekt in der G1-Phase, wohl aber einen zusätzlichen Reparaturdefekt in der G2-
Phase, verursacht (Abb. 4.20., 4.21.). Zudem verursacht die DNA-PKcs-Inhibition keinen 
zusäztlichen Reparaturdefekt in NHEJ-Mutanten in beiden Zellzyklusphasen (Abb. 4.20., 
4.21.). Dies ist erwartungsgemäß, da DNA-PKcs ein NHEJ-Faktor ist. Damit ist die durch 
ATMi-Behandlung hervorgerufene Erhöhung des NHEJ-Reparaturdefekts in der G2-Phase 
tatsächlich auf die Inhibition von ATM zurückzuführen. 
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Die Rolle von ATM in der HR wurde bereits in den Studien von Morrison et al. (2000) 
angedeutet. So zeigen die Autoren, dass die Ausbildung von Rad51-Foci in WT-Zellen 
deutlich schneller als in ATM-defizienten Zellen erfolgt. Dies zeigt, dass ATM für die 
Initiation der HR wichtig ist. Simultane Defizienzen in ATM und Ku70 (NHEJ) führen in 
DT-40-Zellen in der G2- und der späten S/G2-Phase zu einer starken Erhöhung der 
strahleninduzierten Chromosomenaberrationen im Vergleich zu den einzelnen Mutanten. 
Dagegen zeigen ATM/Rad54 (HR)-defiziente Zellen keine wesentliche Erhöhung der 
strahleninduzierten chromosomalen Aberrationen in der G2- und der späten S/G2-Phase im 
Vergleich zu den einzelnen Mutanten (Morrison et al., 2000). Diese Ergebnisse lassen 
vermuten, dass ATM die HR in der S- und G2-Phase reguliert. Eine Rolle für Artemis in der 
HR blieb noch ungeklärt. Jedoch zeigen Experimente in unserem Labor, dass ATM und 
Artemis an der HR beteiligt sind (Beucher et al., 2009). Um dies herauszufinden, 
entwickelten die Autoren einen BrdU-Assay, das auf der mikroskopischen Detektion von 
BrdU, das in die DNA im Laufe der DSB-Reparatur durch HR eingebaut wird, basiert. 
Dementsprechend zeigen nur S- und G2-Zellen ein positives BrdU-Signal. Die Zugabe von 
Aphidicolin verhindert den Durchgang von bestrahlten S-Zellen in der G2-Phase und erlaubt 
gleichzeitig eine Unterscheidung von S- und G2-Zellen in der Immunfluoreszenzmikroskopie, 
da G2-Zellen, im Gegensatz zu S-Zellen klare auswertbare BrdU-Foci aufweisen. Die Anzahl 
an BrdU-Foci in der G2-Phase war in HR-, ATM- und Artemis-depletierten Zellen, im 
Vergleich zu WT-Zellen sehr niedrig bzw. die Foci waren kaum vorhanden. Dagegen hatte 
die Depletion von NHEJ-Faktoren wie Ku80 und Ligase4 kaum einen Einfluss auf die 
Ausbildung der BrdU-Foci. Diese Beobachtungen gaben einen Hinweis darauf, dass ATM 
und Artemis an der HR in der G2-Phase beteiligt sind. Auch der Nachweis von SCEs (Sister 
Chromatid Exchange) bestätigte die Annahme, dass ATM und Artemis in der G2-Phase 
benötigt werden (Beucher et al., 2009). Schwesterchromatidaustausch repräsentiert ein 
Marker für HR-Ereignisse (Sonoda et al., 1999). HR-defiziente Zellen zeigten im Vergleich 
zu Kontrollzellen eine verminderte Anzahl an spontane SCEs und durch Bestrahlung wurde 
die Zahl an SCEs in HR-defizienten Zellen, im Gegensatz zu Kontrollzellen nicht erhöht 
(Beucher et al., 2009). Dagegen war die Anzahl an spontanen SCEs in NHEJ-, ATM- und 
Artemis-depletierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen beinahe unverändert. Durch 
Bestrahlung wurde allerdings die zu erwartende Erhöhung an SCEs in ATM- und Artemis-
depletierten Zellen unterdrückt (Beucher et al., 2009). Die normale spontane Rate an SCEs in 
ATM- und Artemis-defizienten Zellen, im Gegensatz zu HR-defizienten Zellen, könnte ein 
Hinweis darauf sein, dass ATM und Artemis keine Hauptkomponente der HR sind. Es wurde 
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weiterhin beobachtet, dass ATM und Artemis-defiziente Zellen beeinträchtigt sind, RPA- und 
Rad51-Foci zu bilden. Dagegen ist die RPA-Focibildung in BRCA2-defizienten Zellen 
normal (Beucher et al., 2009). Die Proteine RPA und Rad51 sind an der Initiation der HR 
beteiligt und lassen sich in S- und G2-Zellen als Foci nachweisen. Da Artemis und ATM 
einen Defekt in der Ausbildung dieser Foci zeigen, kann vermutet werden, dass ATM und 
Artemis an der Initiation der HR beteiligt sind. Andere Studien beobachteten, dass die I-SceI-
induzierte HR in BRCA2-defizienten Zellen, aber nicht in Artemis-defizienten Zellen 
beeinträchtigt ist (Moynahan et al., 2001; Wang et al., 2004). Die Inhibition von ATM hatte 
auch einen minimalen Einfluss auf solche Brüche. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, 
dass Artemis und ATM keine Haputkomponente der HR sind. 
Studien in G1-Zellen haben gezeigt, dass die Endonukleaseaktivität von Artemis für das 
Prozessieren der Bruchenden abhängig von DNA-PKcs ist (Riballo et al., 2004). Tatsächlich 
wiesen Artemis-defizienten Zellen, in denen DNA-PKcs zusätzlich inhibiert wird, einen 
ähnlichen Reparaturdefekt wie DNA-PKcs-inhibierte WT-Zellen in der G0/G1-Phase. 
Dagegen ist in der G2-Phase der durch DNA-PKcs-Inhibition vergrößerte Reparaturdefekt 
von Artemis-defizienten Zellen (NHEJ ist der dominierende Reparaturweg in der G2-Phase) 
noch größer als derjenige in DNA-PKcs-defizienten WT-Zellen (Beucher et al., 2009). Dies 
weist darauf hin, dass Artemis und DNA-PKcs in der G2-Phase an unterschiedlichen 
Reparaturwegen beteiligt sind. Auch die Endonukleaseaktivität von Artemis ist für die HR-
induzierte DSB-Reparatur in der G2-Phase notwendig, denn Artemis-defiziente Zellen, die 
mit einem Endonuklease-defizient Artemis-Vektor transfiziert wurden, einen Reparaturdefekt 
aufweisen. Dagegen stellt die Transfektion von Artemis-defizienten Zellen mit Wildtyp-
Artemis das Reparaturvermögen dieser Zelle wieder her (Beucher et al., 2009). ATM und 
Artemis werden in der G1- und G2-Phase benötigt, aber beide Proteine stellen keine 
Hauptkomponente beider Reparaturwege dar. 
Es wurde publiziert, dass ATR von ATM nach Bestrahlung in menschlichen Zellen aktiviert 
wird (Javaheri et al., 2006). ATR initiiert die HR durch Phosphorylierung von der Kinase 
Chk1 (Wang et al., 2004; Sorensen et al., 2005). Chk1 erleichtert die HR durch 
Phosphorylierung vo Rad51, die die Wechselwirkung zwischen BRCA1 und Rad52 
abschwächt. Die Regulation dieser Wechselwirkug spielt eine wichtige Rolle für die korrekte 
Bindug von Rad51 an das Chromatin (Bahassi et al., 2008). Die Aktivierung von ATR durch 
ATM lässt vermuten, dass ATM an der HR durch Aktivierung der ATR-Chk1-Kaskade 
beteiligt ist. Dies kann also einen Einfluss auf die HR-Effizienz haben, da sie der Zelle 
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genügende Zeit gibt, um die DSB-Reparatur zu vervollständigen. Dabei wird die Aktivität 
von CDK vermindert. CDK ist dafür bekannt, dass es die BRCA2-vermittelte HR durch 
Phosphorylierung von BRCA2 an Serinrest 3291 inhibiert (Esashi et al., 2005). 
5.5. Die Rolle von MDC-1 und 53BP1 in der DSB-Reparatur 
MDC-1 und 53 BP1 sind Mediatorproteine, die an der DNA-Schadensantwort über die ATM-
Signalkaskade beteiligt sind. ATM übernimmt eine duale Funktion in der Regulation der 
DNA-Checkpoints und der DNA-Reparatur (Deckbar et al., 2007). Die Rolle von MDC-1 und 
53BP1 an der normalen Schadensantwort nach ionisierender Strahlung, einschließlich 
Zellüberleben (Peng et al., 2003), Regulation der intra- und G2/M-Checkpoints (Wang et al., 
2002; DiTullio et al., 2002; Lou et al., 2004; Mailand et al., 2007) und Einleitung der 
Apoptose (Lou et al., 2003; Yoo et al., 2005) ist bekannt. Weniger bekannt war ihr 
Beteiligung an der DSB-Reparatur. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass MDC-1 und 53BP1 
an der ATM-abhängigen DSB-Reparatur in der G1- und der G2-Phase beteiligt sind (Kap. 
4.3.4.). Beide Mediatoren teilen mit ATM einen ähnlichen Reparaturdefekt und deren 
Defizienzen verursachen in Mäusen eine genomische Instabilität, Checkpointdefekte und 
Wachstumsverzögerung. Es wäre durchaus vorstellbar, dass beide Mediatoren an der ATM-
Schadensantwort über die gleiche Proteinkaskade beteiligt werden. Zudem interagiert MDC-1 
und 53BP1 und dies ist für die Ausbildung von 53BP1-Foci und für die Rekrutierung von 
53BP1 an der DSB-Stelle notwedig (Eliezer et al., 2009). Diese Hypothese wurde in Studien 
von Minter-Dykhouse et al. (2008) unterstützt. Diese Autoren zeigten durch 
Epistasisanalysen, dass MDC-1 und 53BP1 am gleichen Reparaturweg beteiligt sind, und dass 
MDC-1 upstream von 53BP1 in der ATM-Signalkaskade wirkt. Denoch konnte diese 
Vermutung in Studien von Mochan et al. (2003) nicht belegt werden. Dort wurde gezeigt, 
dass beide Mediatoren zwar an der ATM-abhängigen DNA-Schadensantwort beteiligt sind, 
dies aber über uterschiedliche Wege erfolgt. Diese Diskrepanz in beiden Arbeitsgruppen 
könnte an der Auswahl der verwendeten Methoden liegen. Minter-Dykhouse et al. (2008) 
verwendeten knockout Zelllinien, dagegen wurde die Expression beider Proteinen in Studien 
von Mochan et al. (2003) durch siRNA inhibiert. Bei dieser Methode kann eine Restaktivität 
des depletierten Proteins nicht immer vollständig ausgechlossen werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine mögliche Funktion von MDC-1 und 53BP1 in der 
DSB-Reparatur über NHEJ und HR untersucht. Die DSB-Reparaturstudien zeigen, dass 
MDC-1 und 53BP1-defizienten Zellen einen kleinen und ähnlichen Reparaturdefekt in der 
G1- und der G2-Phase aufweisen, der zudem vergleichbar zu demjenigen der ATM- und 
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Artemis-Mutanten ist (Abb. 4.9.). Dies führte zur Vermutung, dass MDC-1 und 53BP1 an der 
ATM-abhängigen Reparaturweg beteiligt sein könnten. Epistasisanalysen mit dem ATM-
Inhibitor bestätigten diese Hypothese (Abb. 4.10.). Dadurch konnte gezeigt werden, dass 
MDC-1 und 53BP1 am NHEJ in der G1-Phase und womöglich an der HR über ATM in der 
G2-Phase beteiligt sind. In einigen Studien wird eine Beteiligung von 53BP1 an dem DNA-
PKcs- und XRCC4-abhänhigen NHEJ angenonnem (Riballo et al., 2004; Xie et al., 2007). Für 
MDC-1 konnten Lou et al. (2004) nachweisen, dass die Defizienz in MDC-1 zu einem Defekt 
in der DNA-PK-abhängigen DSB-Reparatur führt, und dass MDC-1 mit dem DNA-PK-
Komplex interagiert und die Autophosphorylierung von DNA-PKcs reguliert. Die 
Autophosphorylierung von DNA-PKcs ist wichtig für die DSB-Reparatur (Chan et al., 2002; 
Ding et al., 2003). Die Veröffentlichung von Lou et al. (2004) ist konsistent mit dem in dieser 
Arbeit gezeigten Reparaturdefekt der MDC-1-Mutant in der G1-Phase (Abb. 4.9.). Diese 
Beobachtungen deuten darauf hin, dass 53BP1 und MDC-1 in der G1-Phase Komponente des 
NHEJ sind. Da beide Proteine einen ATM-ähnlichen Reparaturdefekt in der G2-Phase 
aufweisen und zudem epistatisch zu ATM sind, könnte angenommen werden, dass sie auch in 
der G2-Phase über HR wirken. Eine Beteiligung vo MDC-1 an der HR wurde bereits 
angedeutet, da MDC-1 den Schwesterchromatidaustausch, ein wichtiges HR-Ereignis, und die 
Bindungsaffinität von Rad51 an den Bruchenden reguliert (Xie et al., 2007; Zhang et al., 
2005). Eine mögliche Teilnahme von 53BP1 an der HR wurde jedoch in der Studie von Xie et 
al. (2007) ausgeschlossen. Sie zeigten, dass die Depletion von 53BP1 mittels siRNA in 
menschlichen U2OS-Zellen die HR-Aktivität nach Induktion von DSBs durch die I-SceI-
Endonuklease deutlich erhöht. Diese Beobachtung ist konsistent mit einer neuen 
veröffentlichen Studie, die zeigt, dass 53BP1 die HR in BRCA1-defizienten Zellen inhibiert 
(Bunting et al., 2010). Die Deletion von 53BP1 in diesen Zellen stellt das HR-
Reparaturvermögen dieser Zellen wieder. Einen Grund dafür soll die Blockierung der ATM-
abhängigen Resektion (und die damit entstandene einzelsträngigen DNA-Fragmente, 
Substrate der HR) der Bruchenden durch 53BP1 sein. 
Zusammegefasst konnte gezeigt werden, dass beide Proteine MDC-1 und 53BP1 eine Rolle in 
der Reparatur einer Minderheit an DSBs in der G1- und der G2-Phase übernehmen. Zudem 
sind sie epistatisch zu ATM in der G1- und der G2-Phase. Diese Ergebnisse zeigen, dass 
beide Proteine in der G1-Phase am NHEJ beteiligt sind und schließen eine mögliche 
Beteiligung beider Proteine an der HR in der G2-Phase nicht aus. 




In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MDC-1 und 53BP1 für die Reparatur einer 
Minderheit an DSBs in der G1-Phase, genauso wie ATM und Artemis, notwendig sind. 
Außerdem sind beide Proteine in der G1-Phase epistatisch zu ATM. Dies zeigt, dass MDC-1 
und 53BP1 Komponente des NHEJ in der G1-Phase sind. Auch in der G2-Phase wurde 
gezeigt, dass MDC-1 und 53BP1 einen kleinen Reparaturdefekt aufweisen und epistatisch zu 
ATM sind. Dies wirft die Frage auf, ob auch MDC-1 und 53BP1 an der HR, wie es für ATM 
demonstriert wird (Beucher et al., 2009), beteiligt sind. Um dies zu überprüfen, sollte die 
Ausbildung von Rad51-Foci in MDC-1- und 53BP1-defizienten Zellen analysiert werden. 
Falls MDC-1 und 53BP1 Komponente der HR sind, sollte die Ausbildung von Rad51-Foci in 
MDC-1 und 53BP1-defizienten Zellen stark beeinträchtigt sein, d.h die Induktion der Rad51-
Foci sollte in diesen Zellen im Vergleich zu WT-Zellen stets kleiner sein. Auch die Zahl der 
strahleninduzierten SCEs sollte in MDC-1- und 53BP1-defizienten Zellen kleiner als in WT-
Zellen sein. In dieser Arbeit wurde nicht direkt untersucht, ob MDC-1 und 53BP1 zueinander 
epistatisch sind. Die Tatsache, dass beide Proteine epistatich zu ATM in der G1- und der G2-
Phase sind, könnte ein Hinweis darauf sein. Dennoch um dies zu überprüfen, sollte die DSB-
Reparaturkinetik von MDC-1/53BP1-defizienten Zellen duchgeführt werden und mit 
derjenigen der einzelnen Mutanten verglichen werden. Wenn MDC-1 und 53BP1 zueinander 
epistatisch sind, sollte die Reparaturkinetik der Doppelmutante identisch zu derjenigen der 
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